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 A cultura do cacau é de grande importância econômica em países produtores da 
semente e produtores de chocolate, e move um mercado que alcança hoje ao redor de U$ 
50 bilhões. As doenças fúngicas são um fator importante na redução de produção de 
cacau. No Brasil, o principal responsável pela perda na produção é o basidiomiceto 
Moniliophthora perniciosa, agente etiológico da doença conhecida como vassoura de 
bruxa, que arrasou a produção brasileira na década de 90.  
 A doença tem como característica a não elicitação de resposta hipersensitiva 
(HR), o que permite a colonização de tecidos vegetais pelo fungo. HR é uma resposta que 
desencadeia a indução da expressão de proteínas denominadas PRs (pahtogenesis 
related), que agem contra patógenos. Entre as PRs encontram-se as PR5, conhecidas 
como taumatinas.  
  Análise do genoma de M. perniciosa resultou na anotação de 13 genes que 
codificam proteínas Taumatina- like (MpTLPs). Apesar de serem bem descritas como 
proteínas antifúngicas em plantas, estudos em fungos basidiomicetos apontam seu 
envolvimento no remodelamento celular durante a formação cogumelos. M. perniciosa é a 
espécie de fungo com o maior número de TLPs descritos até o momento, tendo 6 deles 
organizados em clusters, indicando eventos de duplicação. Análise filogenética revelou 
uma maior quantidade de TLPs em basidiomicetos, quando comparado a ascomicetos, 
indicando sua participação na formação de cogumelos. No geral, MpTLPs são transcritas 
durante a fase de vassoura seca da doença, onde o galho seco está sujeito a infecção de 
fungos oportunistas, indicado a contribuição dessas proteínas no combate contra esses 
fungos, além de poder estar participando no desenvolvimento de sua parede para 
formação de basidiocarpo e  na degradação da parede celular da planta.    
 Além das MpTLPs, análise de transcriptoma revelou um total de 35 MpCSEPs 
(Proteínas Candidatas a Efetores de Patogenicidade Secretados pelo fungo) com valor de 
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RPKM >50 foram identificadas em plantas de cacau infectadas. Esses genes são 
expressos preferencialmente na fase inicial da doença (Vassoura verde), onde 
encontramos o fungo ainda em fase biotrófica. Em geral, esses genes codificam proteínas 
pequenas e ricas em cisteínas que são características típicas de efetores de virulência 
(AVRs), podendo ser uma evidência de que esses genes codificam potenciais efetores.  
 Após triagem, 16 desses genes foram escolhidos para a caracterização 
estrutural. Destes, sete foram clonados para expressão de proteína heteróloga, o que 
resultou ao final do estudo a cristalização de 2 proteínas (MpCSEP 5 e MpCSEP 14).  Os 
cristais obtidos até o momento foram testados em linha de luz MX1 e MX2, mas não 
apresentou difração e os processos de refinamento dos cristais deverão ser continuados. 
As proteínas obtidas nesse estudo poderão ser utilizadas em testes enzimáticos em 













 The cocoa cultivation have great economic importance in the seed and chocolate 
producing countries , moving a market that presently reaches around $50 billion. Fungal 
diseases are the major factor in reducing cocoa production. In Brazil, the main responsible 
for the  production loss is the basidiomycete Moniliophthora perniciosa, known as the 
etiological agent of witches' broom disease , which devastated the Brazilian production in 
the 90's disease. 
The disease is characterized by not eliciting a hypersensitive response (HR), which 
allows the plant tissue colonization by the fungus. HR is a response that triggers the 
induction of the expression proteins called PRs (pahtogenesis related), which act against 
pathogens. Among the PRs, PR5 are known as thaumatins. 
M. perniciosa genome analysis resulted in the annotation of 13 genes encoding 
proteins Thaumatin - like (MpTLPs). Despite being well described as antifungal proteins in 
plants, fungi basidiomycetes studies suggest its involvement in cellular remodeling during 
mushroom formation. M. perniciosa fungal is the species with the highest number of TLPs 
described so far, with 6 of them organized in clusters, indicating duplication events. 
Phylogenetic analysis revealed a greater number of TLPs in basidiomycetes when 
compared to ascomycetes, indicating their involvement in the formation of mushrooms. 
Overall, MpTLPs are transcribed during the dry broom disease, where the dead branch is 
subject to opportunistic fungal infection, indicating the contribution of these proteins in the 
fight against these fungi, and can be participating in the development of your wallpaper for 
training basidiocarp and in the cell wall degradation of the plant. 
Besides MpTLPs, transcriptome analysis revealed a total of 35 MpCSEPs 
(candidate secreted effectors of pathogenicity protein by the fungus) with  RPKM value > 
50 have been identified in infected cocoa plants. These genes are preferentially expressed 
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in the early phase of the disease (Green Broom), where we found the fungus still in 
biotrophic phase. In general, these genes encode small and rich in cysteine that are typical 
characteristics of virulence effector (AVRs) proteins, which can be evidence that these 
genes encode potential effectors. 
After screening, 16 of these genes were chosen for structural characterization. Of 
these, seven were cloned for expression of heterologous protein, resulting at the end of 
the study the crystallization of 2 proteins (MpCSEP 5 and 14). The crystals obtained so far 
been tested in MX1 and MX2 light line, but showed no diffraction and processes of crystals 
refinement should continue. The proteins obtained in this study may be used in enzymatic 
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1.1- A cultura do cacau 
 
 O cacaueiro (Theobroma cacao L) é uma planta da família Malvacea originária da 
região da bacia Amazônica, que aos poucos foi dispersando-se para a região dos Andes e 
países da América do Sul e Central como Venezuela, Colômbia, Equador, e México. No 
Brasil, o cacaueiro foi levado até o sul da Bahia e essa região se tornou a maior produtora 
nacional, respondendo por 75% da produção brasileira (Purdy e Schmidt, 1996; Evans e 
Prior, 1987). 
 
Figura 1: O cacaueiro e seu principal produto. A- árvores de cacau com frutos, B- destaque 
para as flores no cacaueiro, C- frutos de cacau, D- fruto de cacau cortado longitudinalmente, 5- 
Sementes (amêndoas) do cacau. 
 As amêndoas produzidas pelo fruto do cacaueiro constituem a principal matéria 
prima para a produção do chocolate, um alimento energético muito apreciado. Além desse 
produto, o cacaueiro também é responsável pela produção de manteiga de cacau, licor de 
 





cacau, sucos, e também a produção de pectina e geleias através da casca de seus frutos. 
 Por ser uma cultura arbórea de alta dependência de mão de obra, a produção dos 
frutos de cacau e seus derivados é responsável pela criação de empregos e 
desenvolvimento da região sul da Bahia. Entretanto, a produção dos frutos foi 
drasticamente afetada com o aparecimento do fungo Moniliophthora perniciosa na Bahia 
(Pereira et al., 1989).  
1.2- Moniliophthora perniciosa e a Vassoura de Bruxa 
 Moniliophthora perniciosa (Stahel) Sing. é um fungo endêmico originário da região 
amazônica responsável pela principal doença do cacau conhecida como vassoura de 
bruxa (Witche´s broom disease, WBD). Este fungo foi descrito por Stahel em 1915 como 
Marasmius perniciosus. Em 1942, o fungo foi reclassificado sendo transferido para o 
gênero Crinipellis, e renomeado para Crinipellis perniciosa (Stahel) Sing. O fungo 
pertence à família Tricholomataceae, ordem Agaricales, divisão Basidiomicota, e 
apresenta diferentes biótipos: o biótipo C (infecta Theobroma sp e Herrania SP); o biótipo 
S, ( infecta plantas da família Solanaceae); o biótipo B (infecta Bixaceae); e o biótipo L ou 
liana saprotrófico, (que coloniza uma variedade de substratos). Em 2005, o biótipo C 
sofreu uma reclassificação devido a estudos morfológicos e moleculares, passando a ser 
incluído no gênero Moniliophthora, sendo renomeado como Moniliophthora perniciosa 
(Aime e Phillips-Mora, 2005).  
 M. perniciosa possui um ciclo de vida hemibiotrófico. No primeiro estágio da 
doença, o fungo é biotrófico (ou parasítico), com hifas monocarióticas, sem grampos de 
conexão, que se desenvolvem lentamente no apoplasto vegetal. No segundo estágio, o 
fungo é saprotrófico ou (necrotrófico), apresentando hifas dicarióticas com grampos de 
conexão, tendo desenvolvimento acelerado em tecidos necrosados ou mortos (Hedger et 
al., 1987). Seu ciclo infectivo se inicia quando esporos do fungo dispersos pela água ou ar 
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encontram tecidos meristemáticos, almofadas florais ou frutos em desenvolvimento 
(Evans e Bastos, 1979). Ao atingirem a superfície da cutícula ou base de tricomas, os 
basidiósporos germinam, emitindo tubos germinativos que invadem os tecidos através dos 
estômatos ou de lesões na cutícula (Silva e Matsuoka, 1999). Os micélios biotróficos 
crescem intercelularmente no fluido apoplástico, um meio considerado pobre em 
nutrientes (Pirovani et al., 2005). Esta colonização desencadeia alterações fenotípicas no 
hospedeiro que são os sintomas característicos da doença: clorose, crescimento 
hiperplásico e hipertrófico dos tecidos meristemáticos e perda da dominância apical que 
resulta em superbrotações e desenvolvimento anormal da planta. Esses ramos anômalos 
derivados dessa infecção são conhecidos como “vassouras verdes”. Tal aspecto está 
provavelmente associado a um desequilíbrio hormonal causado pelo patógeno na planta, 
mais especificamente a uma alteração da relação citocinina/auxina após a infecção. 
Quando a infecção se dá através dos pontos de inserção das flores ou inflorescências, 
ocorre a formação de frutos partenocárpicos que apresentam aspecto deformado 
(coloração negra e petrificação).  
 Dois meses após a infecção ocorre o início da necrose dos ramos infectados. 
Neste momento o fungo assume o estilo de vida necrotrófico, e seus micélios de tornam 
dicarióticos. Por ser um fungo homotálico, essa transição ocorre sem a necessidade do 
cruzamento entre indivíduos. Depois da completa colonização nos tecidos mortos, o 
micélio necrotrófico dá origem aos basidiocarpos, que após períodos de seca e chuva, 
produzem basidiósporos, que ao serem levados pela água ou ventos, reiniciam o ciclo de 
vida do fungo. A liberação dos basidiósporos acontece durante a noite, provavelmente 
pela sensibilidade dos esporos a luz ultravioleta. Somente na fase necrotrófica do fungo, e 
em condições de alta umidade, os basidiósporos podem ser produzidos. Já que a 
proliferação do fungo depende de períodos alternados de seca e umidade, esse fungo se 
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estabeleceu muito bem no estado da Bahia, que possui condições climáticas favoráveis 







Figura 2. Representação do ciclo de vida do fungo M. perniciosa. Basidiósporos germinam 
sobre tecido meristemático do cacaueiro resultando na formação da vassoura verde, a qual é 
colonizada pelo micélio biotrófico. A morte do tecido infectado é acompanhada pela mudança para 
a fase necrotrófica do fungo. Este tecido morto é denominado vassoura seca. Neste estágio da 




 O fungo tornou-se a principal limitação à produção de cacau na América do Sul, 
parte da América Central e do Caribe. No final da década de 1980 detectou-se a presença 
do fungo no Sul da Bahia, aonde encontrou condições favoráveis para seu 
desenvolvimento através da infecção do cacaueiro. M. perniciosa foi responsável pela 
perda de 70% da produtividade na cacauicultura brasileira, fazendo com que o Brasil 
passasse de exportador para importador de amêndoas de cacau. Atualmente, o Brasil é o 
quinto produtor mundial, já tendo ocupado a segunda posição. Essa queda na produção 
foi responsável pelo aumento do desemprego de trabalhadores do campo em áreas 
produtoras contribuindo para o aumento da pobreza. Alguns produtores de cacau 
transformaram suas fazendas em pasto, ocasionando também problemas ecológicos. 
Esses problemas, juntamente com o problema socioeconômico provocado pela 
diminuição de cacau levaram à busca de estratégias de combate e controle da doença, 
destacando-se a utilização de técnicas de manejo, como a poda fitossanitária (Lima et al., 
1991), o uso de fungicidas (Bastos, 1989), o controle biológico. (Bastos, 1992) e o 
 
    
 
Basidiósporos Infecção Vassoura verde Vassoura seca Basidiocarpo 
Micélio biotrófico Micélio Necrotrófico 
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desenvolvimento de variedades de cacau resistentes (Pires, 1995). Porém, nenhuma 
técnica conhecida até então se mostrou eficaz ao combate da doença.  
 No ano de 2000, foi lançado o Projeto Genoma Vassoura de Bruxa 
(www.lge.ibi.unicamp.br/vassoura), sob cordenação do Prof. Dr. Gonçalo Amarante 
Guimarães Pereira. O projeto vem fornecendo dados importantes sobre o tamanho do 
genoma (Rincones et al., 2003), sobre a diversidade genética do fungo (Rincones et al., 
2006), sobre os mecanismos de ação do fungo durante a doença (Garcia et al., 2007; 
Ceita et al., 2007) e da modificação bioquímica do cacaueiro durante a infecção (Scarpari 
et al. 2005; Rio et al. 2008; Zaparoli et al.73 2011; de Oliveira et al. 2012; Teixeira et al. 
2012; Barsottini et al. 2013). Meinhardt et al. (2006) desenvolveram um método de cultivo 
do fungo em seu estágio biotrófico, o que permitiu ao laboratório analisar a expressão de 
diversos genes durante essa etapa de desenvolvimento do fungo. Além disso, estudos 
demonstraram a produção de oxalato de cálcio (Rio et al., 2008) e de proteínas indutoras 
de necrose (García et al., 2007; Zaparoli et al., 2009) pelo fungo. Em adição, dois artigos 
forneceram dados importantes sobre as diferenças de expressão gênica entre os micélios 
biotróficos e necrotróficos de M. perniciosa (Rincones et al., 2008) e sobre a constituição 
do genoma deste patógeno (Mondego et al., 2008).  
 No ano de 2009, foi aprovado pela FAPESP o projeto temático intitulado “Estudo 
integrado e comparativo de três doenças fúngicas do cacau – vassoura-de-bruxa, 
monilíase e mal do facão - visando à compreensão de mecanismos de patogenicidade 
para o desenvolvimento de estratégias de controle” (processo FAPESP: 2009/50119-9), 
no qual o presente projeto de doutorado está inserido. Tais doenças são causadas pelos 
fitopatógenos Moniliophthora perniciosa, Moniliophthora roreri e Ceratocystis 
cacaofunesta, respectivamente. Este conjunto de estudos visa entender os mecanismos 
moleculares envolvidos na interação planta-patógeno que levam ao desenvolvimento de 
doenças do cacaueiro, e analisar quais são as ferramentas moleculares que estes fungos 
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usam para driblar as defesas da planta no estabelecimento e progressão da infecção. A 
partir dessa compreensão, espera-se o desenvolvimento de estratégias capazes de 
interferir nessas interações e assim controlar as doenças que são consequências desses 
processos.  
 Análise do genoma de M. perniciosa mostra que o fungo  possui genes que 
codificam proteínas similares a proteínas vegetais relacionadas à patogenicidade 
(proteínas PR). Em plantas, o contato com patógenos desencadeia uma cascata de 
sinalização que promove a expressão desse tipo de genes. 
1.3- Mecanismos de interação planta-patógeno 
  Hoje, é estabelecido que as plantas possuem duas linhas de defesa contra 
patógenos. A primeira linha de defesa contra todos os potenciais patógenos desencadeia 
uma defesa basal e é baseada no reconhecimento de moléculas conservadas conhecidas 
como PAMPS (pathogen-associated molecular patterns), pelos PRRs (PAMP-recognition 
receptors) que ativa PTI (PAMP-triggered immunity) para prevenir a colonização da planta 
pelo hospedeiro (Zipfel 2008; Jones e Dangl 2006). Os representantes melhores descritos 
de Pamps são flagelinas (Felix et al., 1999) e EF-Tu e harpinas produzidas por bactérias 
gram- negativas fitopatogênicas, e alguns elicitores de oomicetos e fungos. Um dos mais 
conhecidos PAMPs de microrganismos é a quitina, principal componente estrutural da 
parede celular de fungos.   
 Rincones et al. (2008) descrevem a expressão diferencial de genes relacionados à 
patogenicidade durante o desenvolvimento de M. perniciosa, verificando uma maior 
expressão de proteinases e lipases no estágio biotrófico do fungo. Mondego et al. (2008) 
verificaram a presença de genes que codificam proteínas secretadas ricas em cisteínas 
no genoma de M. perniciosa. Esses resultados corroboram com a análise do 
transcriptoma de WBD (Teixeira et al, 2013) onde verificou-se que esses genes estão 
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entre os mais expressos durante a interação planta- fungo e foram nomeados MpCSEPs ( 
Moniliophtora perniciosa candidate secreted effector proteins). Proteínas com essas 
características vêm sendo descritas como proteínas efetoras do tipo avr (avirulência) (Van 












Figura 3: Desenho esquemático exemplificando a primeira linha de defesa de 
plantas. O ataque enzimático da planta para células fúngicas, bem como o ataque 
fúngico a célula vegetal  liberam molélucas proveniente da digestão de sua parede celular 
(PAMPs), que agem como sinalizadores da defesa de plantas e são reconhecidos pelos  
PPR, dedencadeando PTI. Figura editada a partir de 
http://www.ccrc.uga.edu/~mao/plapath/PPtext.htm. The University of Georgia 
  
 A segunda linha de defesa de plantas envolve o reconhecimento de proteínas 
efetoras específicas (Avrs) produzidas pelo patógeno por proteínas produzidas por genes 
R do hospedeiro. Quando há essa interação,  ocorre a sinalização para a defesa da 
planta, (Pinheiro et al., 1999) que desencadeia a segunda linha de defesa de planta, 
superando a PTI. Quando há o reconhecimento, a interação é caracterizada como 
incompatível, indicando que a planta é capaz de resistir ao ataque do fungo. Por outro 













não reconhecido pelo hospedeiro, ou se a planta não possuir o gene R, ocorre uma 
interação compatível, que significa que a planta está susceptível ao ataque do patógeno 
(Knogge, 1996; Nimchuck et al., 2003).  Esse mecanismo conhecido como interação 
gene-a-gene vem sendo suplantado pela “teoria do guarda”. Nesse caso, as proteínas 
sintetizadas por genes avr interagem com “proteínas-guarda”, que são reconhecidas pelas 
proteínas R, e induzem a resposta de defesa. Assim sendo, a interação entre proteínas R 
e avr seria indireta (Dangl e Jones, 2001; Marathe e Dinesh-Kumar, 2003). O 
reconhecimento de proteínas Avrs pelas proteínas R ativam ETI (effector-triggered 
immunity), que provoca morte celular programada nas células do hospedeiro, conhecida 
como HR (Hypensentitive response). Essa resposta gera lesões necróticas próximas ao 
sítio de infecção que impedem que o patógeno se prolifere. A ativação da resposta da 
planta para o combate ao patógeno depende da eficiência do hospedeiro em reconhecer 
a presença do organismo invasor, através de mecanismos de percepção de transdução 
de sinais, que envolvem alterações transitórias no fluxo de íons através da membrana 
plasmática, acúmulo de espécies reativas de oxigênio (ROS) e de óxido nítrico (NO). A 
partir dessa cadeia de transdução de sinal ocorrem mudanças no estado de fosforilação 
de várias proteínas e que tem como consequência a ativação de fatores de transcrição no 
núcleo da célula vegetal, com subsequente expressão de genes de defesa da planta. 
 Após a infecção pelos patógenos, ocorre a sinalização de defesa sistêmica 
conhecida como SAR (Systemic acquired resistance), que confere uma resistência de 
longa duração, em alguns casos de amplo espectro, sendo efetiva contra doenças 
causadas por vírus, bactérias e fungos (Ryals et al., 1996). SAR é uma das vias de defesa 
da planta que pode ter sua origem sinalizada pela HR, que cria várias rotas de defesa da 
planta, pois induz a uma rede de sinalizações celulares e à ativação de uma cascata de 
sinalização dependente de SA.  
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 As cascatas de sinalização via HR e SAR ativam a expressão de várias proteínas 
PRs (pathogenicity related proteins) que agem no combate contra os patógenos. As PRs 
são classificadas em 17 famílias, às quais podemos destacar a PR-1 (função 
desconhecida), PR-2 (-glucanases), PR-3 (quitinases classe l) e PR5 (Taumatina) (Stinzi 
et al., 1993). Surpreendentemente, análises das sequências de ESTs de M. perniciosa 
demonstraram que o fungo expressa um gene que codifica uma proteína similar a 
proteínas da família PR-5, as proteínas do tipo taumatina. Montagens recentes no 
genoma de M. perniciosa possibilitaram encontrar mais oito sequências similares a 
taumatinas, número este que subiu para 13 no total depois que a montagem do genoma  
foi enriquecida por dados originados de RNAseq. (Teixeira, 2012). 
                                       
Figura 4. Desenho esquemático representando o reconhecimento de proteínas AVR 
do patógeno por proteínas R do hospedeiro. A interação resulta em uma HR 
(hypersensitive response), para conter o patógeno no local da infecção, e ativa uma 
cascata de sinalização,que resulta em SAR (Systemic acquired resistance) e ativam a 




1.4- Proteínas Efetoras de patogenicidade 
 Proteínas efetoras de patogenicidade são codificadas por genes AVRs 
(Stergiopoulos e de Wit, 2009), secretadas por patógenos dentro do organismo 
hospedeiro, com o objetivo de aumentar seu poder de infecção (Duda and Rajem 2010). 
Essas proteínas agem modificando a estrutura das células do hospedeiro, controlando 
processos celulares, metabolismo e função, e interferindo na sinalização de defesa de 
planta suprimindo PTI. Alguns efetores podem ser secretados por apressórios antes da 
penetração do patógeno na célula hospedeira, entrando nas células vegetais, atingindo 
diversos compartimentos celulares, e outros se movem até células vizinhas para prepará-
las antes da invasão (Giraldo e Valetn, 2013).  Essas moléculas são capazes, portanto, de 
reprogramar a defesa da planta e, em plantas resistentes, os efetores são diretamente ou 
indiretamente, reconhecidos por proteínas de resistência que residem dentro e fora da 
célula da planta ou em membranas plasmáticas. 
  Os efetores de fungos hemibiotróficos geralmente possuem sequência 
sinalizadora para secreção, e são em sua maioria proteínas ricas em cisteínas. Esses 
resíduos de cisteínas estão envolvidos na formação de pontes dissulfeto que promovem a 
estabilidade da proteína no ambiente hostil rico em protease no apoplasto do hospedeiro 
(Stergiopoulos e de Wit, 2009). São proteínas pequenas, e sua expressão é específica 
durante a invasão celular em seu estágio biotrófico (de Long et al., 2011; Rafiq et al., 
2012, Djamei e Kahmann, 2012). Em oomicetes, efetores possuem motivos de 
aminoácidos associados à translocação do hospedeiro (RXLR, onde X representa 
qualquer aminoácido, e CRN), muito próximo ao peptídeo sinal. Outras ainda apresentam 
motivos RSIDELD, CHXC e Y/F/WXC (Kale et al., 2010; Godfrey et al., 2010; Zuccaro et 
al., 2011; Kemen et al., 2011), em todos os casos relacionados penetração dessas 
moléculas nas células do hospedeiro, e em muitos casos através de haustórios.  A 
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Maioria dos efetores são proteínas pequenas que perderam esses motivos, 
impossibilitando a predição de função dessas proteínas (Bozkurt et al., 2012). Além disso, 
possuem uma baixa conservação nas sequências que codificam essas proteínas. 
 Efetores fúngicos podem ser grosseiramente agrupados em efetores 
extracelulares, que são secretados para o apoplasto ou xilema da planta hospedeira, e 
efetores citoplasmáticos, que são translocados para dentro da célula vegetal, ou utilizam-
se de estruturas físicas como haustórios para penetrar nas células, (Stergiopoulos e de 
Wit, 2009). Um exemplo de um efetor não secretado por fungo vem de M. grisea, mas é 
sugerido que ele está envolvido na biossíntese de um metabólito secundário 
desconhecido o qual é secretado (Bohnert et al, 2004). Efetores apoplásticos de diversos 
patógenos podem ser usados para identificação de alvos de defesa de plantas 
(Doehlemann and Hemestberger, 2013, Tomma et al., 2012) . Exemplos desses efetores 
são inibidores de proteases, efetores ligantes de quitina e inibidores de peroxidases.  
 A versão atual do genoma de M. perniciosa codifica 35 proteínas candidatas a 
efetores secretados nomeadas MpCSEPs (Moniliophtora perniciosa candidate secreted 
effector proteins) que são definidas como proteínas secretadas que não possuem 
homólogos caracterizados em outros organismos sequênciados. A maioria desses genes 
são exclusivamente e altamente expressos durante a interação biotrófica do fungo com o 
cacaueiro. Em geral, esses genes codificam para proteínas pequenas ricas em cisteínas 
(tamanho médio de 179 aminoácidos, % Cys= 4,3%), que são características típicas de 
efetores de virulência (Stergiopoulos and de Wit, 2009).  
1.5- Proteínas do tipo taumatina 
 TLPs (Thaumatin-like protein) são polipeptídeos de aproximadamente 200 
aminoácidos (21 a 26 KDa), que possuem grande similaridade a sequência de Taumatina 
(Velazhahan et al. 1999). A taumatina é uma proteína monomérica de sabor doce que 
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contém oito pontes dissulfeto (Grenier et al. 1999), isolada do fruto da planta africana 
Thaumatococcus danielli (Van der Wel e Loewe 1972).  
  Proteínas similares a taumatinas (TLP, thaumatin-like protein) possuem domínios 
conservados que formam um acidic cleft em sua estrutura terciária, o qual está 
relacionado à atividade enzimática das TLPs. Algumas TLPs possuem deleções de 
peptídeos em um de seus domínios que culminam na ausência de um acidic cleft típico. 
Essas proteínas são conhecidas como Small TLPs (sTLPs) encontradas em cereais, 
coníferas e fungos, possuindo peso molecular de aproximadamente 16-17 KDa (Petre et 
al. 2011).  
 Proteínas similares a taumatinas são o produto de uma grande família gênica de 
alta complexidade que estão envolvidas em defesa de plantas contra patógenos, e 
também em um amplo espectro de desenvolvimento em fungos, plantas e animais (Liu et 
al., 2010). Essas proteínas pertencem à classe de proteínas de defesa de plantas 
denominadas PR-5. Embora essas proteínas sejam comercializadas como adoçantes, em 
sua maioria as TLPs não apresentam sabor adocicado (Benko-Iseppon et al., 2003). 
Segundo Kaneko e Kitabatake (2001), a característica doce apresentada pela taumatina 
tem uma forte relação com seus resíduos de lisina. O autor promoveu modificações 
gradativas em resíduos de lisina por fosfopirodoxilação, e após análises sensoriais, foi 
verificada a perda do sabor doce. Após o reestabelecimento dos resíduos de lisina pela 
desfosforilação das fosfopirodoxilações, o sabor doce foi restabelecido. Foi sugerido 
também que a estrutura secundária da taumatina não está relacionada com o sabor doce, 
já que alterações em grupos carboxílicos da proteína não diminuíram seu sabor doce 
(Kaneko e Kitabatake, 2001). Alguns transgêncicos com taumatina apresentaram 
aumento do sabor doce (Bartoszewski et al. 2003; Wittyand e Harvey 1990). Ohta e 
colaboradores (2011) relacionam domínios ricos em cisteínas de proteínas receptoras de 
sabor presentes nas proteínas T1R2 e T1R3 em humanos, sendo responsáveis pela 
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interação entre elas, e somente no caso dessa interação é possível detectar o sabor doce 
de taumatina. 
 As TLPs podem ser induzidas por vários fatores de estresse, como infecção por 
fungos (Pritsch et al., 2000), ferimentos (Ruperti et al., 2002) e estresse por seca (Jung et 
al., 2005). Estudos demonstram que as TLPs de plantas possuem atividade antifúngica 
(Hu e Reddy, 1997, Ye et al., 1999, Lam e Ng, 2001). Liu et al (2010) listou TLPs de 
animais,  plantas e fungos que também demonstraram propriedade antifúngica. Apesar de 
as TLPs de plantas demonstrarem capacidade de degradar β-1,3-glucanas, polímeros 
compostos de resíduos de glicose característicos de parede celular de fungos,  essa 
atividade nem sempre está relacionada a capacidade antifungica de TLPs (van Loon et al. 
2006). Permeabilização de membranas (Virges et al. 1991), mecanismos de indução de 
apoptose (Narasimhan et al. 2005) e inibição de enzimas como tripsina, α-amilase e 
xilanase foram descritas como atividades que podem ocasionar uma ação antifúngica 
(Schimoler et al. 2001; Fierens et al. 2007). Estudos mostram que algumas plantas 
transgênicas expressando constitutivamente taumatina mostraram um aumento na 
resistência a fungos (Datta et al., 1999; Fagoaga et al., 2001; Kalpana et al., 2006). 
 Uma TLP que apresenta atividade inibidora de xilanase (TLXI) de trigo foi descrita 
por Fierens e colaboradores (2007). Os autores atribuem essa nova atividade de uma TLP 
a um resíduo de histidina presente na posição 22 da proteína, já que ao sofrer mutação 
nesse resíduo de histidina, a proteína resultante não foi capaz de formar complexo com 
GH11- xilanase, o que ocorre normalmente na proteína não mutada (Rombouts et al., 
2008). Além disso, foi verificado que TLXI é um inibidor não competitivo (não se liga ao 
sítio ativo da enzima inibida) e que é capaz de se ligar ao substrato da reação (Fierens et 
al., 2008). Xilanases são glicosidases (O-glycoside hydrolases) que catalisam a hidrólise 
das ligações 1,4-b-D-xilosídicas em xilanas. 
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 Xilanases estão envolvidas na produção de xilose, uma fonte de carbono 
essencial para o metabolismo celular e na infecção de patógenos, sendo produzidas por 
bactérias, fungos e insetos (Collins et al., 2005; Belien et al., 2006). Brito et al., (2006) 
verificaram que a xilanase xyn11A produzida por Botrytis cinerea é importante para a 
virulência desse fungo necrotrófico. Xilanases vegetais foram relacionadas ao 
amadurecimento de frutos e na germinação de sementes (Manenoi e Paull, 2007; 
Caspers et al., 2001). Além disso, A. thaliana possui xilanases expressas no sistema 
vascular (Suzuki et al., 2002). Outras enzimas hidrolíticas produzidas pelos vegetais são 
as β 1-3 glucanases (PR-2). Essas enzimas clivam a parede celular fúngica inibindo o 
crescimento do patógeno. Além disso, essa clivagem gera açúcares livres (beta-glucanas) 
que são sinalizadores de defesa vegetal (York et al, 2003). Estudos cristalográficos estão 
sendo utilizados para determinar a estrutura tridimensional dessas proteínas.  
 Alguns estudos demonstram que TLPs exibem atividade anticongelante, como as 
AFPs (antifeeze proteins). Isso foi demonstrado através do isolamento de TLPs de centeio 
durante aclimatação ao frio (Hiilovaara-Teijo et al., 1999; Yu e Griffith, 1999). Outros 
experimentos demonstraram que uma TLP da larva do besouro Dendroides canadensis 
agiria como realçadora da atividade de AFPs, interagindo com estas, formando complexos 
maiores que as AFPs sozinhas (Wang e Duman, 2006).  
TLPs estão amplamente descritas em plantas, e estão sendo descobertas em 
muitos organismos, além de plantas (Shatters et al. 2006), incluindo nematódeos (Kitajima 
and Sato 1999), insetos (Brandazza et al. 2004) e fungos (Grenier et al. 2000; Sakamoto 
et al. 2006).  Porém, pouco é descrito sobre a atuação de TLPs em fungos. Grenier et al. 
(2000) foi o primeiro a reportar a presença de TLPs em fungos basidiomicetos. Em 
estudos mais recentes, TLG1, uma TLP do cogumelo shitaque (Lentinula edodes) foi 
caracterizado (Sakamoto et al. 2006). Essas proteínas não foram detectadas em micélio 
vegetativo ou em ascos novos, mas sua expressão aumenta em corpo de frutificação 
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durante a difusão de esporos.  TLG1 possui atividade β-1,3-glucanase e demonstra 
atividade degradativa em lentinan, um componente da parede celular de L. edodes 
compreendendo ligações  β-1,3 beta-glucanas comramificações β-1,6. O autor sugere que 
essas atividades podem estar relacionadas à lise da parede das células do fungo para 
que ocorra a formação dos primórdios de basidiocarpo. 
2- OBJETIVOS GERAIS 
 
 A presente tese teve como objetivo geral a caracterização de duas famílias de 
genes relacionados à patogenicidade em M. perniciosa: MpTLPs (Moniliophtora. 
perniciosa Thaumatin- like Protein) e MpCSEPs (Moniliophtora perniciosa Candidate 
Secreted Effectors). 
 A tese será apresentada em dois capítulos. O primeiro capítulo aborda estudos 
relacionados a proteínas similares a taumatinas em M. perniciosa (MpTLPs). O segundo 
capítulo aborda estudos referentes à MpCSEP (Moniliophtora perniciosa Candidate 
secreted effectors). Em linhas gerais, o trabalho realizado durante este doutoramento 
seguiu o seguinte organograma. 
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Figura 5: Cronograma do trabalho abordado na presente tese.  
* - Etapa limitante para a caracterização das MpTLPs e algumas MpCSEPs. 


























3- CAPÍTULO I: Caracterização da família gênica Taumatina- like 
de M. perniciosa.   
 
3.1- Apresentação 
 Esse capítulo refere-se ao estudo da família gênica de Taumatinas de M. 
Perniciosa. Esse projeto começou com o objetivo da caracterização gênica, molecular e 
funcional de cada membro da família MpTLPs. O estudo da família gênica que englobou 
análise filogenética e expressão gênica das MpTLPs resultou no artigo "The large family 
of thaumatin-like genes in the fungal pathogen Moniliophthora perniciosa and its putative 
roles in witches broom disease of cacao", submetido recentemente à revista Molecular 
Genetics and Genomics. A segunda parte do presente capítulo aborda a clonagem, 
expressão e purificação de MpTLPs.  
3.2- Justificativas 
 Taumatinas são proteínas descritas como PR5 (relacionadas à patogenicidade 
classe cinco) em plantas, sendo descritas como proteínas de defesas de plantas e 
induzidas sob condições de estresse e pela exposição de plantas a patógenos. São 
proteínas típicas de defesa de planta, podendo apresentar diversas atividades. Entre elas, 
atividade antifúngica,  β- glucanolítica e inibidora de xilanase.  Estudos recentes 
descrevem TLPs em outros organismos, incluindo fungos basidiomicetes. Pouco é 
descrito sobre a atuação dessas proteínas durante o ciclo de vida de fungos. O Estudo da 
família gênica MpTLP se faz importante por tratar de um tipo de proteína que possui um 
amplo espectro de atividades, e ainda, por se tratar de uma família gênica com muitos 
representantes (13 no total). Consideramos ainda a possibilidade de que membros da 





3.3- Objetivo específico 
 O objetivo desse trabalho foi a identificação e análise de sequências de genes 
similares a taumatinas (TLPs) em M. perniciosa, bem como a caracterização molecular e 
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 Moniliophthora perniciosa is a hemibiotrophic basidiomycete pathogen that is the 
etiological agent of Witches Broom Disease (WBD) of cacao. The inspection of M. 
perniciosa genome draft resulted in the annotation of thirteen genes encoding Thaumatin-
like proteins (TLPs), which are part of a wide gene family present in plants, fungi and 
animals. In plants, these proteins are known to act as fungal inhibitors, but more recent 
reports in basidiomycete indicate an involvement in mushroom cell wall remodeling. Based 
on the analysis of fungal genomes, Moniliophtora perniciosa was found to be the fungus 
species with largest number of TLPs (13 genes), with six of them being are organized in 
three gene clusters, indicating events of gene duplication. Phylogenetic data revealed a 
large number of TLPs in basidiomycete when comparing with ascomycete, supporting a 
participation in specific traits of mushroom-forming species. We found a protein 
(MpTLP12) containing structure traits such as the small protein length (similar to small 
TLPs), the absence of amino acid residues composing the REDDD motif and the lack of 
the conserved acidic cleft of TLPs. By inspecting M. perniciosa RNAseq atlas we found 
that each TLP present specific expression profiles but most of them are transcribed during 
late stages of WBD, when infected stems are dried (‘dry brooms’) and opportunistic fungus 
are detected in this tissue. We discuss the possible contribution of TLPs as components 
for the combat against fungal contenders, in fungal cell wall development and plant cell 
wall degradation.  
Introduction 
Moniliophtora perniciosa (Stahel) Aime & Phillips-Mora is a basidiomycete 
pathogen that causes Witches Broom Disease (WBD) of cacao (Theobroma cacao L.), 
(Aime and Phillips-Mora 2005), one of the most devastating phytopathological problems in 
the Americas. The disease is responsible for leading to serious economical problems in 
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producing regions with losses reaching from 50% to 90% of production (Meinhardt et al. 
2008; Purdy and Schmidt, 1996). This fungus has a hemibiotrophic lifestyle, and presents 
two morphologicaly distinct mycelia. The disease begins when basidiospore comes into 
contact with healthy meristematic cacao tissues, flower cushions or developing fruit 
(Evans, 1980). Basidiospore germination originates monokaryotic biotrophic (parasitic) 
mycelia that slowly grow in the intercellular space. During this stage of the interaction, 
hypertrophy and hyperplasia of the meristematic tissues is observed in an anomalous 
structure named as ‘green broom’ (Evans, 1978, Penman et al. 2000, Silva, 1999). After 
two to three months, the fungus becomes dikaryotic and clamp connections. These 
necrotrophic mycelia invade the plant cell and necrosis occurs in the infected tissues 
causing the "dry broom" aspect (Evans and Bastos, 1980; Frias et al. 1991). After 
alternate dry and wet periods, the fungus produces basidiomata that release 
basidiospores, reinitiating the cycle. In fruits, M. perniciosa also cause necrosis of the 
infected tissues (Baker and Holliday 1957). 
In 2000, the Witches’ broom Genome Project was initiated aiming to decode the M. 
perniciosa genome. Since then, many reports have been elucidating the mechanisms by 
which the fungus infects the cacao, and also the plant biochemical modifications related to 
the WBD (Scarpari et al. 2005; Rio et al. 2008; Zaparoli et al. 2011;  de Oliveira et al. 
2012; Teixeira et al. 2012; Barsottini et al. 2013). The molecular pathways of the trigger 
that makes the fungus change from biotrophic to a necrotrophic mycelia are not completely 
elucidated; however a recent study pinpoint that an alternative oxidase (AOX) plays a role 
in the biotrophic development of M. perniciosa and regulates the transition from parasitic to 
necrotrophic stage (Thomazella et al. 2012).  
Pathogenicity related proteins (PR proteins) are plant proteins expressed during 
hypersensitive response (HR) and Systemic acquired resistance (SAR) involved in the 
combat against pathogens (Van loon et al. 2006). PRs are classified into 17 families, 
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which include PR-5 proteins, also known as Thaumatin-like proteins (TLPs; Stinzi et al. 
1993). TLPs are polypeptides of approximately 200 amino acid residues (21 to 26 kDa). 
that share sequence similarity with thaumatin (Velazhahan et al. 1999), a monomeric 
sweet-taste protein that contains eight disulfide bonds (Grenier et al. 1999), originally 
isolated in the fruit of the African plant Thaumatococcus danielli (Van der Wel and Loewe 
1972). These proteins have conversed domains that form an acidic cleft in their tertiary 
structure. This cleft is related to the enzymatic activity of TLPs (Liu et al. 2010). Small 
TLPs (sTLPs) found in cereals, conifers and fungi have molecular mass of 16-17 kDa and 
have a peptide deletion that abolishes the formation of typical acidic cleft (Petre et al. 
2011).  
Up-regulation of TLPs has been described in many higher plants infected by 
pathogens, including bacteria, oomycetes and fungi (Pritsch et al. 2000; Liu et al. 2010, 
Mukherjee et al. 2010). Subcellular Localization studies revealed that plant pathogen-
inducible TLPs are secreted to the apoplast (Islam et al. 2009; Wang et al. 2010). Despite 
being more studied in plants, TLPs have been discovered in a wide range of organisms 
(Shatters et al. 2006), including nematodes (Kitajima and Sato 1999), insects (Brandazza 
et al. 2004) and fungi (Grenier et al. 2000; Sakamoto et al. 2006).  In a review Liu et al 
(2010) lists TLPs from animals, plant and fungi that have been shown to exhibit antifungal 
activity. Even though plant TLPs were found to degrade β-1,3-glucans, polymers 
consisting of glucose residues characteristic of fungal cell walls, this activity is not always 
related to their anti-fungal capacity (van Loon et al. 2006). Membrane permeabilization 
(Virges et al. 1991), apoptosis-inducing mechanism (Narasimhan et al. 2005) and 
inhibition of enzymes such as trypsin, α-amylase and xylanase were described as activities 
that can entail to antifungal properties (Schimoler et al. 2001; Fierens et al. 2007). 
Grenier et al. (2000) were the first to report the presence of TLPs in basidiomycete 
fungi. More recently, TLG1, a TLP of the shitake mushroom (Lentinula edodes) was 
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characterized (Sakamoto et al. 2006). This protein was not detected in vegetative 
mycelium or young and fresh mushrooms, but its expression increases following 
mushroom harvest and spore diffusion. TLG1 exhibited β-1,3-glucanase activity and 
demonstrated degrading activity against lentinan, a L. edodes cell wall component 
comprising β-1,3 beta-glucan with β-1,6 branching.  
This manuscript reports the identification of a TLP gene family in the M. perniciosa 
genome (MpTLPs). The annotation of publicly available fungal genomes revealed that 
TLPs presence seems to be pervasive in basidiomycete fungal genomes. We also 
performed a phylogenetical analysis, evaluated structural features of MpTLPs through 
protein modelling, and verified their in-planta expression profile as well as in in vitro stages 
of M. perniciosa development. Based on these results, we provide insights that reinforce 
the participation of these proteins in avoidance of fungal competitors and in fungal cell wall 
development and suggest a possible contribution in plant cell wall degradation and plant 
defense suppression.  
Materials and methods 
M. perniciosa Genome and transcriptome analyses  
One TLP gene (MpTLP1) was identified during the annotation of Sanger M. 
perniciosa EST libraries (Rincones et al. 2008). Using the MpTPL1 sequence as bait, 
tBLASTN searches were performed in a draft assembly of the M. perniciosa genome 
obtained by Sanger methodology (Mondego et al. 2008). This search led to the 
identification of 3 additional TLP genes with high similarity to MpTLP1. With the 
emergence of new DNA sequence technologies, the M. perniciosa genome assembly was 
improved with a dataset from 454-pyrosequencing and Illumina sequencing and additional 
BLAST searches revealed 9 new TLP sequences 
(http://www.lge.ibi.unicamp.br/vassoura/bib). The complete open reading frames (ORFs) of 
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these genes were predicted by Augustus software (Stanke et al. 2004) and intron-exon 
boundaries were confirmed with alignment with RNAseq libraries. 
Search for TLP in public genomic databases and sequence analyses 
Forty six fungal genome sequences available on the Joint Genome Institute (JGI, 
http://www.jgi.doe.gov) in the Broad Institute (http://www.broadinstitute.org) and in the 
NCBI protein websites were mined using MpTLP sequences and a maize thaumatin 
(zeamatin; NP_001105356.1)  sequences (Roberts and Selitrennikof, 1990) as baits in 
BLAST searches. Similar sequences to MpTLP were retrieved from filtered models 
databases from JGI and Broad (Cut-off E-value was < 1 E-10). TLP sequences from plants, 
arthropods and nematodes present in NCBI database were individually examined and 
amino acid sequences with a complete thaumatin family domain were retained for further 
analyses. For all amino acid sequence comparisons, the procedure described by Petre et 
al, (2012) was applied, limiting the TLP domain as N-x-C-x (3)-V/I-W and Y-x-I/V-x-F-C-x 
in the N- and C-terminal ends, respectively. Only proteins covering almost 95% of the 
mature TLP domain were considered. 
Phylogenetic analyses 
 Sequence alignment was carried out using CLUSTAL W 1.8 (Thompson et al. 
1994) and edited in the GeneDoc platform (Nicholas and Nicholas 1997). The weighing 
matrix used was BLOSUM62 and the alignments generated were manually adjusted 
following the domain signatures and cysteine position described in TLPs The phylogenetic 
tree was inferred by using the program MEGA version 5 (Tamura et al. 2007). The tree 
was constructed as a consensus of 2,000 bootstrap replicates by means of the Neighbour-
Joining tree inference with dist-p for amino acid substitutions and pairwise deletion option 




The fold recognition-based method was implemented using the I-TASSER 
metaserver (Roy et al. 2010), which constructed structure models for MpTLP1 and 
MpTLP12 using folds of the most similar proteins deposited in the PDB (Protein Data 
Bank) database (http://www. rcsb.org/pdb). The main templates were based on the 
structure of Prunus avium thaumatin (2ahnA). The modeled structures were displayed 
using the software PyMOL (DeLano et al. 2002). PDB2PQR software (Dolinsky et al. 2004; 
Dolinsky et al. 2007; http://www.poissonboltzmann.org/pdb2pqr) was applied to prepare 
structures for continuum electrostatics calculations which were visualized through APBS 
(Adaptive Poisson-Boltzmann Solver) visualization (Baker 2001; 
http://www.poissonboltzmann.org/apbs). 
Biological material  
 
The basidiomata of M. perniciosa were produced in the laboratory according to 
procedures previously described (Pires et al. 2009). Basidiospores were harvested  in the 
following solution: 16% glycerol, 0.01 M MES and 0.01% Tween, pH 6.1 (Frias et al. 
1995). Moniliophthora perniciosa isolate BP10 and Theobroma cacao cv. “Comum” 
(Forasteiro Genotype) were used to perform the infection experiments. Plantlets (three 
month old) were inoculated with 30 µL of a basidiospores suspension (1 x 105 spores 
mL−1) following the procedures described by Frias et al. (1995). Plantlets were kept in a 
greenhouse under controlled conditions of temperature (26oC) and humidity (>80%), and 
were collected 30 days after inoculation (green brooms), 47 days after inoculation (initial 
necrosis; necrosis 1), 66 days after inoculation (advanced necrosis; necrosis 2) and 111 
days after inoculation (dry brooms). Fruits from T. cacao cv. “Comum” trees presenting 
symptoms of M. pernicosa infection were collected in a cacao farm located in Ilhéus 
(14°47′20″S, 39°02′56″W), Brazil. Fruits displaying the disease early stage symptom 
(disordered fruit ripening), partial necrosis, and complete rot were collected. All samples 
were frozen in liquid nitrogen prior to RNA extraction. 
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 RNA isolation and RNA-seq libraries preparation and analysis 
Samples were ground to a fine powder in liquid nitrogen using a pestle and mortar; 
except basidiospores, which walls were broken by vortexing the sample in RNA extraction 
buffer (Buffer RLT, RNeasy Plant Mini Kit) and 200 mg glass beads (0.4–0.6 mm, Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, EUA). RNA isolation was performed using the RNeasy Plant Mini 
Kit (Qiagen, Valencia, CA, USA) according to the manufacturer’s instructions. Procedures 
of RNAseq libraries preparation are described elsewhere (Barsottini et al. 2013). These 
results are part of WBD Transcriptome Atlas (Teixeira et al. unpublished data). 
 
Results  
Genome Survey and TLPs annotation 
Data mining of M. perniciosa Sanger-sequenced genome draft, fungal EST libraries 
assessment, next generation genome sequencing and RNAseq data from the WBD 
transcriptome atlas allowed the identification of thirteen TLPs in this fungus. Overall, these 
members are homogeneous in size and gene structure, with the exception of MpTLP11 
and MpTLP12 (Table 1). For instance, MpTLP1 coding sequence (CDS) has 771 bp while 
MpTLP11 and MpTLP12 have 558 pb and 498 bp, respectively (Table 1). This difference 
in CDS length reflects in protein size and molecular weight, being MpTLP11 and MpTLP12 
the smallest MpTLPs, resembling small TLPs (sTLPs) from puccianales fungi (Petre et al. 
2012). We detected three gene clusters of MpTLPs in the genome of M. perniciosa. Each 
cluster contain two MpTLPs in tandem (MpTLP1 and MpTLP2; MpTLP3 and MpTLP4; 
MpTLP11 and MpTLP12; Fig.1). Curiously, a β-1,3 glucan synthase gene is located 




Figure 1: Genomic organization of the MpTLPs gene clusters found in M. perniciosa. 
(a) MpTLP1 and MpTLP2 are located in the vicinity of a β-1,3-glucan synthase. (b) MpTLP3 and 
MpTLP4 are located in the edge of a supercontig. C) MpTLP11 and MpTLP12 are positioned near a 
no hits (orphan) gene.  Lengths of genes (in bp) are depicted below gene representations. 
Distances of intergenic regions (in bp) are shown below continuous lines. Introns are not indicated 
in the figure.  
 
As reported for other thaumatins, MpTLPs are rich in Cys residues ranging from 11 
(MpTLP11) to 20 (MpTLP10). The majority of the MpTLPs has the isoeletric point from 3.9 
to 5.55. MpTLP12 is the only member with a basic PI of 7.98 (table 1). TargetP prediction 
revealed, hydrophobic signal peptide sequences were predicted with the thirteen MpTLPs 
(NN score 0.80) indicating that these proteins are secreted (data not shown). All MpTLPs 
have a Thaumatin domain (Interpro ID, IPR001938) limited by the signatures N-x-C-x-(3)-
V/I-W and Y-x-I/V-x-F-C-x in the N- and C-terminal, respectively. Five highly conserved 
amino acids (REDDD), which are positioned in an acidic cleft, were detected in most of 
MpTLPs. However, alignment of MpTLPs with other thaumatins shown that MpTLP11 and 
MpTLP12 did not contain the totality of these amino acids, replacing second Asp of 
REDDD motif by a Gln and lacking the Asp/Glu present in the C-terminal of TLPs (Fig. 2). 
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Figure 2: Sequence alignment of MpTLPs with TLPs of representative organisms. Black 
background, 100% of conservation between amino acids; Light grey background and black letters, 
conservation between amino acids of 99-80%; Dark grey background and white letters, conservation 
between amino acids of 79-60%. Conserved cysteines are highlighted in yellow. Amino acid residues 
from REDDD motif are highlighted in green. Amino acid substitutions in REDDD motif are shown in 
red. Conserved domains are indicated by boxes. Amino acids forming the bottom of the acidic cleft are 
underlined in red. The alignment was constructed with Clustal W2 and edited with Gene Doc. 
29 
 
Table 1: Characteristics of the thirteen MpTLP genes identified in the M. perniciosa genome. 
Gene M. perniciosa 














BlastP first Hit (NCBI)* PI/ MW 
(kDA)** 
MpTLP1 MP04497  1403 771 11 257 16 EKV44020.1- hypothetical protein (3e-130)            
Agaricus bisporus 
5.55 / 27.2 
MpTLP2 MP04510  1284 771 10 257 16 ELU36916.1- thaumatin-like protein  (6e-134) 
Rhizoctonia solani 
4.56 / 27.1 
MpTLP3 MP08014  1563 750 8 250 18 EJD01931.1- thaumatin-like protein (5e-94)   
Fomitiporia mediterrânea 
4.80 / 26.4 
MpTLP4 MP08020  1228 750 8 250 18 EIM87365.1- Osmotin thaumatin-like protein 
 (5e-92) Stereum hirsutum  
4.90 / 26.3 
MpTLP5 MP07273  1254 732 7 244 13 EKV44094.1- hypothetical protein (1e-92)                    
Agaricus bisporus 
4.59 / 25.4 
MpTLP6 MP01417  1279 747 7 249 16 EJD04853.1- thaumatin-like protein (5e-121) 
Fomitiporia mediterrânea 
3.99 / 26.0 
MpTLP7 MP07692  1252 726 8 241 14 EJD04867- 1thaumatin-like protein (7e-80)     
Fomitiporia mediterrânea 
3.90 / 25.4 
MpTLP8 MP04575  1193 759 7 253 16 EJD04867.1- thaumatin-like protein (2e-90)     
Fomitiporia mediterranea  
4.52 / 26.3 
MpTLP9 MP07276  1239 741 8 247 16 EKV44094.1- hypothetical protein (9e-112)            
Agaricus bisporus  
4.00 / 25.7 
MpTLP10 MP08739  1485 783 7 261 20 EIW57348.1- thaumatin-like protein (1e-71)       
Trametes versicolor 
4.22 / 27.3 
MpTLP11 MP09043  887 558 6 186 11 XP_003034800.1- hypothetical protein (8e-
68) Schizophyllum commune  
4.69 / 19.2 
MpTLP12 MP09053  891 498 7 164 12 EKV41735.1- hypothetical protein (8e-68)             
Agaricus bisporus 
7.98 / 18.5 
MpTLP13 MP12084  1098 759 8 253 16 EMD36872.1-hypothetical protein (2e-93)    
Ceriporiopsis subvermispora  
4.49 / 26.5 
* E-values are shown in parentheses. 
** Theoretical values from ExPaSy tool (http://web.expasy.org/compute_pi/) 
*** These IDS will be released as soon as possible 
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Evaluation of TLPs in other fungi 
 Data mining of the forty six fungal genomes, available on the Joint Genome 
Institute (JGI, http://www.jgi.doe.gov) and the Broad Institute 
(http://www.broadinstitute.org) were carried out using MpTLPs and zeamatin sequences 
as baits in BLASTP in order to retrieve fungal TLPs. TLPs were found in all 
basidiomycetes analyzed (24 species), except in the corn smut pathogen Ustilago maydis. 
TLPs are found, in general, in large gene families in basidiomycete.  The search here 
reported identified only one TLP per organism in the analyzed ascomycete species (22 
species, Table 2). 
Protein alignment and Phylogenetic analyses 
To evaluate the phylogeny of MpTLPs, the sequences of fungal TLPs retrieved from fungal 
genome databases were aligned with TLPs from nine arthopodes, from the nematode C. 
elegans and from seven plants. In general, TLPs follow the phylogenetical relationship of 
analyzed species (Fig. 3). Besides the small TLPs in puccianales fungus Melampsora 
larici-populina and Puccinia graminis f.sp. tritici previously described (Petre et al. 2011), it 
was also identified small TLPs in the agaricomycetes Coniophora puteana, Schizophylum 
commune, Stereum hirsutum and Dichomitus squalens (sTLPs; wavy line in Fig. 3). In the 
present analysis, ‘small TLPs’ MpTLP11 and MpTLP12 are positioned close to sTLPs from 
puccianales, however their phylogenetical origin seems to be paraphyletic (Fig. 3). The 
pairs of MpTLPs present in genome clusters (MpTLP1 and MpTLP2, MpTLP3 and 
MpTLP4, MpTLP11 and MpTLP12) are located in the same clades, indicating recent 
events of duplication. Other clades of MpTLPs are composed by proteins that are not 
located in tandem in the M. perniciosa genome (MpTLP5, 6, 7, and 9; MpTLP13 and 8; 





Table 2: Number of TLPs genes in fungal species with different lifestyles.  
*  Genome not sequenced yet 
 
Basidiomycota Code Database TLP 
number 
Lifestyle 
Agaricus bisporus var bisporus (H97) v2.0 Agabi JGI 3 Saprotrophic  
Auricularia delicata SS-5 v1.0 Aurde JGI 9 Saprotrophic (white rot) 
Coniophora puteana v1.0 Conpu JGI 10 Saprotrophic (brown rot) 
Coprinopsis cinerea Copci Broad 5 Saprotrophic  
Cryptococcus neoformans var. grubii H99 Cryne JGI 3 Human pathogen 
Dichomitus squalens v1.0 Dicsq JGI 4 Saprotrophic (white rot) 
Fomitiporia mediterranea v1.0 Fomme JGI 8 Necrotrophic and saprotrophic (white 
rot) 
Fomitopsis pinicola FP-58527 SS1 v3.0 Fompi JGI 5 Saprotrophic (brown rot) 
Gloeophyllum trabeum v1.0 Glotr JGI 5 Saprotrophic (brown rot) 
Heterobasidion annosum v2.0 Hetan JGI 4 Hemibiotrophic (root rot) or Biotrophic - 
saprotrophic 
Laccaria bicolor v2.0 Lacbi JGI 2 Mutualistic ectomychorrizal  
Lentinula edodes* Lened NCBI 1 Saprotrophic  
Melampsora laricis-populina v1.0 Mella JGI 3 Biotrophic (leaf rust) 
Moniliophthora perniciosa -  13 Hemibiotrophic (witches broom) 
Phanerochaete chrysosporium v2.0 Phchr JGI 4 Saprotrophic (white rot) 
Piriformospora indica DSM 11827 Pirin JGI 2 Mutualistic endomychorrizal 
Pleurotus ostreatus PC15 v2.0 Pleos JGI 3 Saprotrophic (white rot) 
Postia placenta MAD 698-R v1.0 Pospl JGI 2 Saprotrophic (brown rot) 
Puccinia graminis Pucgr Broad 7 Biotrophic (leaf rust) 
Rhizoctonia solani AG1-A Rhiso NCBI 7 Necrotrophic (root rot, damping-off)  
Schizophyllum commune H4-8 v2.0 Schco JGI 9 Saprotrophic (white rot) 
Serpula lacrymans S7.9 v2.0 Serla JGI 5 Saprotrophic (brown rot) 
Stereum hirsutum FP-91666 SS1 v1.0 Stehi JGI 6 Saprotrophic (white rot) 
Trametes versicolor v1.0 Trave JGI 7 Saprotrophic (white rot) 
Ustilago maydis Ustma Broad 0 Biotrophic (smut) 
Wolfiporia cocos MD-104 SS10 v1.0 Wolco JGI 4 Saprotrophic (brown rot) 
     
Ascomycota     
Blumeria graminis f. sp. hordei DH14 Blugr NCBI 1 Biotrophic (powdery mildew) 
Botryotnia fuckeliana v1.0 Botfu Broad 1 Necrotrophic (gray mold) 
Colletotrichum graminicola M1.001 Colgr Broad 1 Hemibiotrophic (anthracnosis, leaf 
blight) 
Colletotrichum higginsianum Colhi Broad 1 Hemibiotrophic (anthracnosis) 
Fusarium graminearum v1.0 Fusgr Broad 1 Necrotrophic (root rot) 
Fusarium oxysporum v1.0 Fusox Broad 1 Necrotrophic (root rot) 
Gaeumannomyces graminis Gaugr Broad 1 Necrotrophic (root rot) 
Leptosphaeria maculans Lepma JGI 1 Complex lifestyle  
Macrophomina phaseolina MS6 Macph NCBI 1 Necrotrophic (stem rot, root rot) 
Magnaporthe oryzae Magor Broad 1 Hemibiotrophic (rice blast) 
Metarhizium acridum Metac NCBI 1 Entomopathogen 
Metarhizium anisopliae ARSEF 23 Metan NCBI 1 Entomopathogen 
Nectria haematococca v2.0 Necha JGI 1 Necrotrophic (root rot) 
Neurospora crassa OR74A v2.0 Neucr Broad 1 Saprotrophic 
Phaeosphaeria nodorum Phano Broad 1 Necrotrophic (glume blotch) 
Podospora anserina Podan NCBI 1 Saprotrophic 
Pseudocercospora fijiensis v2.0 Psefi JGI 1 Necrotrophic (black sigatoka) 
Pyrenophora tritici-repentis Pyrtr JGI 1 Necrotrophic (tan spot) 
Sclerotinia sclerotiorum v1.0 Sclsc JGI 1 Necrotrophic (white mold) 
Talaromyces marneffei ATCC 18224 Talma JGI 1 Human pathogen 
Trichoderma reesei v2.0 Trire JGI 1 Saprotrophic 





Figure 3: Phylogenetic analysis focusing in fungal TLPs. The phylogenetic tree was 
constructed as a consensus of 2,000 bootstrap replicates using Neighbor-Joining and dist-p 
parameters using MEGA5 software. Stars indicate sequences used for alignment shown in figure 2. 
Bootstrap values > 40 are shown on the tree. Scale indicates amino acid substitutions per site. 
Codes for fungal TLPs (basidiomycete and ascomycete) are described in table 2. Codes for non-
fungal sequences can be found in Additional file 1.  
 
Expression profile of MpTLPs genes throughout M. perniciosa development 
MpTLPs expression patterns  during cacao infection in stems (witches broom, Fig 4A), 
fruits (Fig. 4B) and in vitro grown fungi (Fig. 4c) were assessed by RNA-seq data analysis 
from WBD Transcriptome Atlas (Teixeira et al. unpublished data). In in vitro cultures, 
MpTLP12 has the highest expression in basidiospores and germinating basidiospores. 
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MpTLP8 expression level is relatively equal throughout developmental stages analyzed, 
while MpTLP1 was expressed almost exclusively in basidiospores (Fig. 4a). Green house 
infected plants analysis shows MpTLP2 presenting the highest expression among TLPs 
increasing its transcription during WBD, with in the highest expression in the dry broom 
(1400 RPKM; Fig. 4b). In fact, most of TLPs have their highest expression at the dry 
broom stage, with emphasis to MpTLP4, MpTLP7 and MpTLP13. MpTLP12 was 
specifically expressed at the necrosis 2 stage (Fig. 4b). By cheking infected fruit-field data, 
we detected that MpTLP1 and MpTLP2 were the most expressed genes in rotten fruits 
(Fig. 4c).  
Protein structure modeling 
In order to compare the tertiary structure of the MpTLP2 and MpTLP12, which are MpTLPs 
with distinct expression profiles and secondary structure features, fold prediction I-
TASSER metaserver was used to generate homology models (Fig. 5). MpTLP1 Ribbon 
stick (Fig. 5a) and electrostatic surface visualization (Fig. 5c) indicate the presence of the 
TLPs acidic cleft, while MpTLP12 seems to lack this tertiary domain (Fig 5b,d). REDDD 
sites are present in MpTLP1, despite silght different positioning as expected in relation to 
the acidic cleft. For instance, MpTLP1 Glu234 apparently is oriented outside of this cleft 
(Fig. 5a). MpTLP12 present a very distinct structure, which is consequence of the absence 
of the C-terminal region that makes part of the bottom of the acidic cleft (Fig. 5d). 
Residues from the REDDD site are not found in MpTLP12 which lacks the C-terminal 







Figure 4: Differential expression of MpTLPs throughout the stages of fungal development 
and infection. (a) In vitro grown fungus. MpTLP8 and MpTLP12 have the highest expression 
among MpTLPs. MpTLP12 was expressed only in basidiospores (germinated and germinated) (b) 
Green house infected plants (WBD). MpTLP2 has an increasing of expression throughout WBD, 
culminating in dry broom stage. MpTLP4, MpTLP7, MpTLP13 are also highly expressed in dry 
brooms. MpTLP12 is specifically expressed in necrosis 2 stage of WBD. (c) Fruit field collected. 
MpTLP1 and MpTLP2 are predominantly expressed in rotten fruits. Arrows indicate genes with 
RPKM (reads per kilobase of exon model per million mapped reads) > 100. 
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Figure 5: 3D molecular model of MpTLP1 and MpTLP12. Ribbon-sticks representations of 
MpTLP1 (a) and MpTLP12 (b) indicating amino acids positioned in REDDD motif sites depicted in 
figure 2. The putative residues in MpTLP1 are highlighted in dark blue (arginines; Arg), red 
(glutamic acids; Glu), and magenta (aspartic acids; Asp). Note the partial absence of some of these 
residues and the substitution of an Asp by a Gln (glutamine; light blue) in MpTLP12. Dashed black 
lines indicate acidic cleft limits. Electrostatic potential distribution on molecular surfaces are shown 
for MpTLP1 (c) and MpTLP12 (d). Dashed white lines indicate acidic cleft limits. Note the complete 
absence of acidic cleft in MpTLP12 (d).  
 
DISCUSSION 
The TLPs in M. perniciosa  
 Thaumatin-like proteins (TLPs) were at first studied in plants where they have been 
characterized as important proteins in defense against pathogens, most especially fungi 
(Kitajima and Sato 1999, van Loon et al. 2006). Nevertheless, in the last years many 
reports have been demonstrating the importance of TLPs in non-plant organisms such as 
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arthropods (Altincicek et al. 2013), nematodes (Kandasamy et al. 2012) and fungi 
(Sakamoto et al. 2006). We report here the identification of TLPs in the important cacao 
pathogen Moniliophthora perniciosa (MpTLPs), which causes the destructive Witches 
broom disease of cacao (WBD).  
After thorough genome and transcriptome annotation, we identified a TLP gene 
family in M. perniciosa containing thirteen members. Six of them are organized in three 
gene clusters, each one containing two TLPs (Fig. 1). Phylogeny data showed that 
MpTLPs present in genome clusters (MpTLP1 and MpTLP2, MpTLP3 and MpTLP4, 
MpTLP11 and MpTLP12) are located in the same clades, indicating recent events of 
duplication. Additionally, a β-1,3 glucan synthase was detected upstream from MpTLP1 
(Fig. 1). This data is interesting, since TLPs are known to be β-1,3 glucanases. The 
genomic proximity of genes involved in the same pathway is common in fungi, such as the 
case of genes of secondary metabolism (Dhingra et al. 2013). 
 M. perniciosa has the larger number (13) of genes encoding TLPs in comparison to 
other fungal species analyzed (Table 2), suggesting important roles for these proteins in 
WBD causative agent. M. permiciosa is considered a hemibiotrophic pathogen. The 
biotrophic stage of M. perniciosa is uncommon among hemibiotrophics, lasting for 2 to 3 
months in the plant’s infected tissue. During this stage, M. pernicosa inhabits a modified 
stem called ‘green broom’. Through a not completely understood mechanism, the fungus 
shifts its lifestyle to necrotrophy and invades cells resulting in necrosis. After periods of wet 
and dry, the necrotrophic mycelia give rise to the basidiomatas that produce the infective 
basidiospores. In this scenario, the fungus has to cope with different antagonistic 
pressures. First, with the defense mechanisms of the plant and second, with competitors 
and opportunistic fungi those aim to colonize the ‘brooms’. Therefore, TLPs in M. 
perniciosa may act in different stages of fungus development.  
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The expression of some MpTLPs is increased in the late stages of infection of M. 
perniciosa in stems and pods (Fig. 4). At this point of stems’ infection, the necrotrophic 
mycelia have already invaded the host plant cells, destroying the infected tissues and 
causing the extensive degeneration symptoms of the dry broom phase. Remarkably, the 
inspection of the WBD transcriptome Atlas revealed the presence of sequences from other 
opportunistic fungi in the dry broom stems (Teixeira et al. unpublished results). Similarly, 
growth of other fungal species is often observed in dry brooms under field conditions. 
These fungi may benefit from the dead cacao tissue and colonize it in order to obtain feed 
resources. In this regard, M. perniciosa interacts with other fungal species during its 
necrotrophic stage of development. Martin et al. (2007) describes that glucanases 
secreted by filamentous fungi can degrade fungal cell walls. Therefore, TLPs, which were 
found to have β-glucanase activity, can be involved in negative fungal–fungal interactions. 
The increase of MpTLPs transcripts (i.e. MpTLP1, MpTLP2, MpTLP4, MpTLP7, MpTLP13) 
during this late stage of the disease may indicate the action of these proteins in the 
avoidance of fungi competitors.  
L. edodes thaumatin-like protein TLG1 degrades lentinan, a β-1,3-glucan found in 
its own cell wall (Sakamoto et al. 2006). It was suggested that TLG1 is involved in cell wall 
degradation during senescence following harvest and spore diffusion (Sakamoto et al. 
2006). Despite TLG1 expression has not been observed in mycelia and growing fruiting 
bodies (Sakamoto et al. 2006), it is possible that other thaumatins can help in cell wall 
remodeling during the progression of fungus development. Noteworthy, in dry brooms 
stage occur the formation of thick-layers of mycelia that lead to possible hyphal fusions 
preceding basidiomata production (Pires et al. 2009).  Therefore, we suggest that MpTLPs 
expressed in rotten tissues (MpTLP1, MpTLP2, MpTLP4, MpTLP7, MpTLP13) may 
participate in hyphal remodeling. Despite MpTLP expression in in-vitro grown basidiomata 
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are not as remarkable as in planta conditions, MpTLP8 can also be involved in 
reproductive structures cell wall development.  
Small TLPs in M. perniciosa: MpTLP12 specific traits 
We report the identification of small TLP genes (sTLPs) in M. perniciosa (MpTLP11 
and MpTLP12) and in other agaricales Coniophora puteana, Schizophylum commune, 
Stereum hirsutum and Dichomitus squalens (Fig. 3). Small TLPs have been identified in 
the puccianales M. larici-populina and Puccinia graminis f.sp. tritici and also in plants 
(Petre et al. 2011). However, M. perniciosa sTLPs are not in the same clades as sTLPs, 
probably arising independently from them. In special, MpTLP12 has interesting 
characteristics. First of all, its expression profile is very distinct from the other MpTLPs. 
While most of these genes are expressed during last stages of in planta interaction (dry 
brooms, rotten fruits), MpTLP12 is specifically expressed in the advanced necrosis 2 stage 
(66 d.a.i.) and in vitro produced in basidiospores (Fig. 4b). Furthermore, MpTLP12 has a 
very distinct structure resulted from the almost complete deletion of the C-terminal region 
that make part of the bottom of the acidic cleft (Fig. 2, Fig. 5b, d), and have amino acid 
substitutions and deletions in the REDDD motif (Fig. 2, Fig. 5b, d). The only sTLP 
enzimatically characterized to date is TLX1, a sTLP from wheat that was shown to have 
xylanase inhibitor activity (Fierens et al. 2007; Vandermarliere et al. 2010). As in TLX1, 
TLP acidic cleft is absent in MpTLP12 (Fig. 5b. d), suggesting a distinct function in relation 
to other MpTLPs and ‘classical’ TLPs. We hypothesize that in the advance necrosis 2 
stage MpTLP12 may anticipate the defense against aggressive competitors. Interestingly, 
the rust pathogen P. graminis has a large number of sTLPs (Petre et al. 2011). Perhaps, 
this class of TLPs can be involved in infective mechanisms of basidiomycete pathogens. 
On the other hand, in spores, MpTLP12 could modulate germination by acting in specific 
glucans located in spore cell wall.  
Hypotheses for TLPs expansion in basidiomycetes 
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The data mining of fungal genomes indicate a prevalence of TLPs in basidiomycete 
in comparison to ascomycete (Table 1, Fig. 3). Therefore, TLP ‘expansion’ in 
basidiomycete indicates a functional diversification of these proteins, and their importance 
for mushroom forming species. Due to the larger number of TLPs in basidiomycetes in 
contrast to ascomycetes and the evidences of the participation of TLG1 in basidiomata 
fate (Sakamoto et al. 2006), it is likely that TLPs are indeed involved in mushroom 
development. On the other hand, as discussed above, TLPs can be involved in negative 
fungal–fungal interactions. The antagonism between fungi can be extreme especially in a 
competitive environment for food resources such as dense forests, where basidiomycetes 
are the main carbon decomposers. Therefore, the expansion of TLPs in basidiomycete 
can be related to the combat against contenders for the food search. Another hypothesis 
for TLP expansion in basidiomycetes is the action of these proteins in the degradation of 
plant cell wall. Callose is the main plant polysaccharide containing β-1,3-linkages, and is 
degraded by β-1,3-glucanases (Chen and Kim 2009). Despite there is no evidence that 
TLPs can degrade plant β-1,3-glucans, the large families of TLPs found in wood 
decomposers, and the lack of enzymatic analyses of TLPs of basidiomycetes, led us to 
hypothesize a putative action in plant cell wall. 
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Additional file 1: Codes for non-fungal species depicted in phylogeny tree (Fig.3). 
NCBI accession numbers are on parenthesis. 
 
Arthropodes 
Denca – Dendroides canadensis (AAY45729.1) 
Trica – Tribolium castaneum (Trica1: XP_975175.1; Trica2: XP_975166.1) 
Diaab - Diaprepes abbreviatus (Diaab1: AAW56443.1; Diaab2: AAW56442.1) 
Lyste - Lysiphlebus testaceipes (AAW56445.1) 
Toxci  - Toxoptera citricida (AAW56444.1) 
Aleov - Aleuroglyphus ovatus (ABU97465.1) 
Suime - Suidasia medanensis (ABU97476.1) 
Schigr - Schistocerca gregária (Schigr1: AAR97603.1; Schigr2: AAS83110.1) 
Copfo - Coptotermes formosanus (AFZ78845.1) 
Nematodes 
Caeel - Caenorhabditis elegans (Caeel1: NP_502360.1; Caeel2: NP_502362.1; Caeel3: 
NP_502361.1; Caeel4: NP_507263.1; Caeel5: NP_500748.2; Caeel6: NP_500747.1) 
Plants 
Arath – Arabidopsis thaliana (Arath1: NP_177893.1; Arath2: NP_195579.2) 
Nicta – Nicotiana tabacum (Nicta1: CAA06927.1; Nicta2 /osmotin: CAA46623.1) 
Theca – Theobroma cacao (AAV34889.2) 
Zeama – Zea mays (zeamatin: NP_001105356.1) 
Orysa – Oryza sativa (Orysa1: CAB53479.1; NP_001058421.1) 
Brara – Brassica rapa (AAB95118.1) 




3.5- Materiais e Métodos  
3.5.1- Clonagem, expressão e purificação de  MpTLPs  
 O projeto se iniciou com o objetivo principal de purificar MpTLPs seguida de sua 
caracterização molecular e testes de atividades enzimáticas. Vários métodos de obtenção 
de proteína foram testados, porém, nenhum resultou em proteína em seu estado solúvel. 
Ao longo do trabalho, testamos variadas técnicas de obtenção de proteína, começando 
por com o uso do plasmídeo pET28a e pSW202 que envia a proteína para o periplasma 
E. coli Bl21DE3 e Bl21C41, até testes de expressão em Pichia Pastoris. Esse último teve 
como limitante o fato de que as leveduras transformadas não se mantinham viáveis para 
expressão, e morriam durante o crescimento. Esses testes foram realizados durante o 
trabalho de mestrado com a proteína MpTLP1.  
 Com o surgimento de novas MpTLPs, decidimos continuar o trabalho explorando 
outras proteínas e outras formas de expressão heteróloga. Esse trabalho foi incluído em 
uma parceria do LGE com o LNBio, dentro do projeto “SMOLBNET 2.0: Estudos 
estruturais de proteínas chave para as doenças fúngicas do cacau Vassoura de bruxa e 
Monilíase – Desenvolvimento de estratégias de controle e entendimento de modelos de 
patogenicidade”. Essa parceria foi muito importante, pois tivemos acesso a toda estrutura 
de um laboratório de expressão e purificação de proteína, somados a expertise dos 
coordenadores do Projeto: André Luis Ambrósio e Sandra Martha Gomes Dias. Além 
disso, pudemos contar com a experiência e ensinamentos de Daniel Maragno Trindade 




3.5.2- Clonagem dos gene MpTLPs:  
3.5.2.1- Organismos hospedeiros  
 As células competentes de E. coli utilizadas nas subclonagens eram da cepa 
DH10B e GM2163. As cepas de E. coli utilizadas para expressão da proteína 
recombinante foram BL21-C41, ORIGAMI DE 03 e Shuffle (New England Biolabs). 
 Para produção de vírus e expressão em células de insetos foram utilizadas E. coli 
Dh10BAC (Invitrogen) para recombinação da construção contida no plasmídeo de entrada 
pFastBac Dual para o Bacmídeo utilizado para a infecção de células de inseto; célula de 
inseto SF9 (Gibco) para a produção de vírus e HightFive (invitrogen) para ensaios de 
produção de proteínas. 
3.5.2.2- Plasmídeos 
 Para subclonagem dos fragmentos amplificados por PCR foi utilizado o plasmídeo 
pGEM-T Easy (Promega, EUA). Para a superexpressão de proteínas recombinantes em 
bactéria foram usados os plasmídeos pET28a e pETSUMO (Novagen, EUA), e pFastBac 
HTa (Invitrogen, EUA) e pFastBac Dual (Invitrogen, EUA). Esse último foi submetido a 
modificações para a inserção de um gene repórter EGFP, resultando no plasmídeo 
batizado de pFastBacEGFP, e em um segundo momento uma inserção de uma sequência 
de cauda de histidina, tornando-se pFastBacEGFP C-HT. 
3.5.2.3- Amplificação e subclonagem dos genes MpTLPs. 
 Utilizando as sequências codificantes geradas a partir do software Augustus gene 
finder, pares de oligonucleotídeos foram desenhado para amplificar os genes a partir de 
cDNA do fungo, adicionando as sequências reconhecidas pelos sítios de restrição EcoRI 
nos oligonucleotídeos direto e HindIII nos reversos (tabela 1). Os genes MpTLPs foram 
amplificados, os fragmentos resultantes foram clonados em pGEM-T Easy e transformado 
em E. coli DH10b através da técnica de eletroporação. Os transformantes foram 
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selecionados em meio de cultura seletivo, contendo antibiótico (ampicilina100µg/ml) e X-
gal (técnica de α-complementação). Esses clones foram crescidos em meio LB contendo 
ampicilina (100µg/ml) e em seguida submetidos à extração de DNA plasmidial por lise 
alcalina (Sambrook et al., 1996). 
3.5.2.4- Digestão de MpTLPs e clonagem em vetores de expressão 
 Os plasmídeos obtidos foram digeridos com as enzimas de restrições EcoRI e 
HindIII. As digestões foram aplicadas em gel de agarose 0,8% e os fragmentos referentes 
às sequências dos genes MpTLPs foram purificadas do gel através do Kit PureLink 
(Invitrogen, EUA), e utilizadas para ligação aos plasmídeos de expressão de proteína. 
Após a ligação, os plasmídeos foram novamente transformados em E.coli DH10B e os 
transformantes foram selecionados através de plaqueamento em meio de cultura 
contendo antibiótico (canamicina 25µg/ml para construções em pET28a e pETSUMO; 
ampicilina 100µg/ml para pFast Bac HTa,) e posteriormente através da técnica de PCR. 
Confirmados os clones, uma nova purificação de DNA plasmidial por lise alcalina foi 
realizada, e assim obtivemos o gene ligado nos plasmídeos de expressão. 
3.5.2.5- Transformação 
 A construção pET28a-MpTLP1 foi inserida em E.coli BL21-C41 através de 
eletroporação. As construções pETSUMO- MpTLP (1, 2, 4 e 7) foram inseridas em E.coli 
Origami e E.coli Shuffle e pela técnica de transformação por choque térmico. No primeiro 
caso, os transformantes foram plaqueados em meio de cultura contendo canamicina 
(25µg/ml) e confirmados através de PCR. As construções pETSUMO- MpTLP (1, 2, 4 e 7) 
em Origami foram plaqueadas em meio de cultura contendo canamicina (25 µg/ml) que 
corresponde a resistência do plasmídeo, estreptomicina 25 µg/ml e tetraciclina 5 µg/ml, 
que correspondem a resistência da célula. Os transformantes de pETSUMO- MpTLP em 
E.coli Shuffle foram plaqueados em meio de cultura contendo canamicina (25µg/ml) 
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ampicilina (100µ/ml) e cloranfenicol (33µg/ml). Para evitar erro os transformantes foram 
confirmados através da técnica de PCR. 
3.5.3- Teste de indução da proteína recombinante em pequena escala 
 Para a construção pET28a- MpTLP1, como se trata da continuidade do trabalho 
de mestrado da aluna em que esses testes já foram feitos, uma nova tentativa de indução 
em pequena escala foi feita. Utilizamos um volume de 50ml de meio LB+canamicina  para 
inocular 0,8ml de um pré inóculo crescido overnight. A cultura foi incubada em 
temperatura de 37˚C a 250 RPM até atingir OD600 = 0,7. Foi retirado 1 ml dessa cultura 
(amostra sem indução) e, adicionado IPTG (concentração final 0,3 mM) e Etanol 2%. Foi 
incubado overnight a temperatura de 22°C e agitação de 150rpm. As células colhidas da 
indução foram precipitadas por centrifugação, seguida de lise celular. As células foram 
sonicadas sete vezes por quinze segundos cada vez, e centrifugadas a 13000 RPM 
durante 10 minutos a 4C. O sobrenadante equivalente à fração solúvel das proteínas 
totais foi coletado, e o sedimento foi ressuspendido em 5 ml de tampão de coluna. Essa 
amostra corresponde à fração insolúvel de proteínas totais e analisado em gel SDS- 
PAGE. 
 Para as construções pETSUMO- MpTLP (1, 2, 4 e 7), uma colônia foi inoculada 
em 3 ml de meio LB contendo antibióticos, e incubados a 37°C durante cerca de oito 
horas. Nesse ponto foi coletado 300µl (amostra sem indução) e adicionado 0,2mM de 
IPTG. Os inóculos foram então incubados a 18°C, 150 RPM overnight. As células foram 
coletadas por centrifugação e ressuspendidas em tampão contendo 50mM Tris- HCL pH 
7,5; 100mM NaCl, lisozima, DNAse e PMSF. Em seguida as células forma sonicadas e 
centrifugadas conforme descrito anteriormente, e as frações geradas foram analisadas em 
gel SDS- PAGE. 
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3.5.4- Clonagem de MpTLP1 em vetores de expressão para células de inseto. 
 Para clonagem em pFastBacEGFP, a sequência de MpTLP1 que foi inserida em 
pFast Bac HTa, foi digerida com as enzimas RSRII e HindIII, e ligada em pFastBacEGFP 
igualmente digerido. Para a clonagem de MpTLP1 contendo peptídeo sinal, o produto de 
PCR foi digerido com as enzimas de restrição RsrII e HindIII, e posteriormente ligado ao 
plasmídeo pFastBacEGFP C-HT igualmente digerido.  
3.5.4.1-Construção de pFastBacEGFP a partir de pFastBac Dual. 
 O plasmídeo pFastBac Dual possui duas regiões de clonagem. No sítio regulado 
pelo promotor do gene do gene p10 (Pp10), foi inserida a sequência codificadora da 
versão mais brilhante (enhanced) da proteína fluorescente verde (GFP), EGFP a partir de 











Figura 6. Mapa da criação do vetor pFastBacEGFP. Mapa mostrando a subclonagem da 
sequência codificadora da versão mais brilhante da proteína verde fluorescente (EGFP), depois de 
retirada parte do poli-linker do vetor pEGFP-C3 (I), no poli-linker do vetor pFastBac™Dual sob 





3.5.4.2- Obtenção de pFastBacEGFP C-HT a partir de pFastBacEGFP. 
 Uma nova estratégia de clonagem de MpTLP1 foi traçada com o intuito da 
inserção do gene juntamente com a sequência sinalizadora para secreção no sistema se 
expressão em células de inseto. Nesse caso, foi necessária a inserção de uma sequência 
de cauda de histidina na posição C-terminal do plasmídeo pFastBacEGFP C-HT. Essa 
inserção se deu através do anelamento de oligonucleotídeos complementares, 
correspondente a sequência da cauda de histidina, possuindo em suas duas 
extremidades sítios de restrição HindIII, sendo que, em sua posição C-terminal, a 
sequência correspondente ao sítio de restrição sofreu uma mutação, de modo a não ser 
mais ativa, sobrando assim apenas um sítio de restrição para a referida enzima de 
restrição. 
Oligos para 6xHis tag Cterm 
Direto: 5’gtaccaagcttGGAAAACCTGTATTTTCAGGGCCATCACCATCACCATCACCGG 3’ 
Reverso: 
5’*agctcCGGTGATGGTGATGGTGATCGCCCTGAAAATACAGGTTTTCCaagcttg 3 
Em realce, sequência correspondente ao sítio de restrição HindIII 
*Overhang do sitio de HindIII mutado de aagctt à aagctc.  
 Os oligonucleotídeos complementares foram anelados sendo submetido a 95°C 
em termociclador, e a temperatura foi diminuindo de 1 em 1°C a cada um minuto até a 
temperatura de 4°C. Após a complementação, os óligos e plasmídeo pFastBacEGFP 
foram digeridos com a enzima de restrição HindIII. O plasmídeo digerido foi submetido a 
tratamento com enzima fosfatase alcalina (SAP Invitrogen) para que não sofresse 













Figura 7: Mapa da criação do vetor pFastBacEGFP C-HT. inserção do linker contendo o sitio de 
TEV e o 6xHis tag no sitio de Hind III do poli-linker do mesmo vetor sob controle do gene da poli 
hedrina (PPH) (III). a adicionar a cauda de histidina no plasmídeo, este foi digerido com HindIII e o 
produto da digestão foi submetido a tratamento com enzima SAP (Invitrogen).  
 
3.5.4.3- Transformação de MpTLP1_pFastBacEGFP em DH10Bac TM e seleção 
de bacmídeos contendo a construção. 
 DH10Bac TM quimiocompetentes foram utilizadas para receber a construção 
MpTLP1_pFastBacEGFP da seguinte forma: 1ng da construção foi misturada a 100ul de 
DH10Bac TM e incubado em gelo durante 30 minutos. Logo depois o tubo contendo a 
mistura é levado a banho-maria a 42°C por 45 segundo, e imediatamente após, o tubo é 
transferido para o gelo e permanece assim durante dois minutos. Após esse tempo, foi 
adicionado 900ul de meio SOC e a célula foi incubada a 37°C durante 4 horas. Após o 
tempo de incubação foi plaqueado 100ul de 3 diluições do transformante (10 -1, 10 -2, e 10-
3) em meio SOC contendo 50ug/ml de kanamicina, 7µg/ml de gentamicina, 10µg/ml de 
tetraciclina e 100µg/ml de Bluo-Gal, utilizados como meio de seleção. As placas foram 
incubadas a 37°C por 48 horas. DH10BAC TM possui um vetor shuttle Bacmídeo que 
possui um mini sítio alvo attTn7 onde ocorre a transposição, possuindo também um sítio 
de resistência a kanamicina e sistema de detecção de transposição por α- 
complementação (gene Lac Z). A transposição é auxiliada por um plasmídeo helper que 





resistência a tetraciclina. Após o bacmídeo receber a construção, ele será utilizado na 
transfecção em células de inseto. Para evitar resultados falso-positivos, transformantes 
apresentando coloração branca foram transferidos para novas placas contendo a mesma 
composição e reincubados nas mesmas condições. 
As cinco colônias positivas foram inoculadas em LB contendo os antibióticos 
citados acima e as células foram utilizadas para extração de bacmídeo através do mesmo 
protocolo utilizado para extração de DNA plasmidial por lise alcalina (Sambrook et al., 
1996). A recombinação foi confirmada através de PCR de acordo com recomendações do 
fabricante, utilizados primers M13 Forward e M13 Reverse. 
3.5.4.4- Transfecção de células de inseto. 
 Em uma placa de 6 poços foram semeadas 9x105 células de inseto SF9, em meio 
de crescimento TC100 (Sigma Aldrich) contendo 50u/ml de penicilina e 50u/ml de 
streptomicina. As células foram incubadas a 27°C por uma hora para a adesão das 
células placa. Enquanto as células aderiram, foi preparado em um tubo 100µl de meio de 
crescimento sem BSA e 1µg de Bacmídeo. Paralelamente, 6 ul de Cellfectin® (Invitrogen) 
foram diluídos em 100µl do mesmo meio. Foi misturado 105µl de cada mistura e incubado 
a temperatura ambiente por 30 minutos. Durante a incubação do complexo DNA: lipídeo, 
as células de inseto semeadas em placas foram lavadas duas vezes com meio de cultura 
sem suplementação por BSA. Logo após, o complexo DNA: lipídeo foi adicionado às 
células e incubado a 27°C por cinco horas. Após esse período, o complexo é retirado 
cuidadosamente das células e são adicionados 2 ml de meio de cultura TC100 completo. 
As células foram incubadas a 27°C durante 72 horas em incubadora úmida. O estoque 
viral P1 foi purificado através da sedimentação das células por centrifugação a 500g 
durante 5 minutos e o sobrenadante foi submetido à filtração com membrana de 22µm. 
Esse estoque foi amplificado através da produção de vírus estoque P2. 
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3.5.45- Titulação do vírus de MpTLP1 
 A titulação de vírus P1 foi feito através da metodologia de Plaque Assay viral, 
conforme protocolo descrito no manual “Bac-to-Bac® Baculovirus Expression System”. 
Basicamente, se trata de um protocolo onde placas contendo o mesmo número de células 
são submetidas à infecção por diluição seriada de vírus e após um período de incubação 
é possível contar o número de colônias infectadas pelo vírus, chegando assim ao título do 
estoque viral. Porém, não foi utilizado overlay de Neutral-Red agarose, que foi substituída 
por overlay de agarose comum e o resultado foi determinado através da visualização das 
placas infectadas em microscopia de fluorescência. O Título foi determinado através da 
contagem de colônias florescente em verde devido à presença de EGFP na construção. 
O Título final é dado pela equação:  
Título (unidades formadoras de colônia/ml) = número de células fluorescentes x (1/ ml de 
inóculo/placa) 
 Após a produção do vírus estoque P2, a metodologia de plaque assay foi repetida 
para titular o novo estoque. 
3.5.4.6- Produção de estoque de vírus P2 de MpTLP1 
 A partir da determinação do título do vírus P1 (3,6 pfu/ ml) foi montado um 
experimento para amplificação do vírus estoque.  A quantia de 1x105 células Sf9/ml foram 
semeadas em quatro garrafas de cultura de células de 175 ml, em 25 ml de meio TC100 
completo.  Após a adesão das células, foi adicionado 486µl de vírus P1 em cada placa, e 
em seguida as placas foram incubadas a 27°C por 48 horas. Após a incubação, as 
culturas foram coletadas e centrifugadas durante 5 minutos a 500g. O sobrenadante foi 
coletado, filtrado e estocado a 4°C protegido da luz. O vírus estoque P2 também foi 
submetido à titulação pelo método de plaque assay descrito anteriormente. 
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3.5.4.7- Ensaio de indução em pequena escala. Teste tempo de incubação X 
MOI 
Um ensaio de expressão com variação de tempo de incubação e concentração de 
vírus (MOI = números de partículas virais por célula) foi realizado a fim de determinar a 
melhor condição para os ensaios de produção de proteína. Em quatro erlenmeyers de 125 
ml foram adicionados 50 ml de meio de cultura Express Five (Gibco) com a concentração 
de 1x106 células High Five /ml. Quantidades crescentes de vírus P2 de MpTLP2 (título = a 
3x107) para 4 MOI crescentes (0,1; 0,5; 1 e 5) foram adicionadas aos erlenmeyers que em 
seguida foram incubados a 26°C a 140 RPM. Amostras de 1 ml foram sendo coletadas a 
cada 24 horas até 72 horas de incubação. As células coletadas foram centrifugadas 
durante 5 minutos a 500g e em seguida foram lisadas em 40µl de PBS contendo 300 mM 
de NaCl e 1% do detergente NP40 (Sigma Aldrich), com incubação a temperatura 
ambiente por 30 minutos e em seguida incubação no gelo durante 10 minutos. Logo após, 
as células foram submetidas à centrifugação a 20000g durante 10 minutos. O 
sobrenadante foi separado, e amostras do pellet e sobrenadante das amostras foram 
preparadas e submetidas a gel SDS-PAGE. Geis das amostras das frações solúveis e 
insolúveis foram feitos em duplicata para verificação da presença da proteína pela técnica 
de Western-Blot. O Anticorpo utilizado para a detecção da proteína heteróloga foi o 
anticorpo Anti-his tag (anti-mouse).  
3.5.5- Ensaio de produção de proteína em larga escala 
 Após a determinação de tempo de incubação e MOI ideais para a produção de 
proteína o ensaio de produção de MpTLP1, um ensaio em larga escala foi determinado. 
Uma quantidade total de 1 litro de meio de cultura Express Five contendo 1x109 células 
High Five foi dividido em 2 erlenmeyer de 3 litros. Foi adicionado 13,2 ml do vírus estoque 
P2 de MpTLP1 a cada erlenmeyer (MOI= 1). Os frascos foram incubados a 26°C a 140 
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RPM durante 48 horas. Após esse período, as células foram sedimentadas por 
centrifugação a 500g durante 20 minutos. As células foram lisadas em 30 ml de PBS 
contendo 1 ml de PMSF (Fenilmetilsulfonilflúor, inibidor de protease), 1,25 mg de DNAse, 
300 mM de NaCl e 1% do detergente NP40 com incubação a temperatura ambiente por 
30 minutos e em seguida incubação no gelo durante 10 minutos. Logo após, as células 
foram submetidas à centrifugação a 20000g durante 10 minutos. O sobrenadante foi 
submetido à purificação em coluna de troca afinidade de cobalto. 
3.5.6- Purificação de MpTLP1 
 Dois ml de resina de cobalto Talom (Clontech) foram empacotados em coluna de 
10 ml. A resina foi lavada com três volumes de PBS, e em seguida o lisado celular foi 
incubado a resina a 4°C durante over night. Após incubação, a mistura lisado mais resina 
foi recolocado em coluna e o material que não foi ligado à coluna foi coletado. Em seguida 
a coluna foi lavada com 10 ml de PBS + 10 mM de imidazol, 10ml de PBS+ 100 mM de 
imidazol e 10ml de PBS + 500 mM de imidazol. As eluições foram coletadas e observadas 
em Gel SDS-PAGE, que foi feito em duplicata para que o conteúdo um deles fosse 
transferido para membrana de nitrocelulose e realizado a detecção de proteína através da 
técnica de Western-Blot. O anticorpo utilizado para a detecção da proteína heteróloga foi 
o anticorpo Anti-his tag (anti-mouse). 
3.6- Resultados e Discussão 
3.6.1- Amplificação e clonagem de MpTLPs 
 Os pares de primers para clonagem foram testados em gradiente de temperatura 
para amplificação a partir de cDNA do fungo, e todos os pares de primers geraram um 
amplicom entre 500 a 750 pb. 
Determinada a melhor temperatura de amplificação, partimos para amplificação de 
MpTLPs a partir do cDNA, obtido através de RNA extraído da fase biotrófica do fungo 
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utilizando a enzima de alta fidelidade taq Platinum® (Invitrogen, USA).  Apenas MpTLP3 
não gerou fragmento no PCR. A clonagem de MpTLP1 em pETSUMO foi feita a partir da 
digestão de uma construção já utilizada pela aluna durante seu trabalho de mestrado, 
onde MpTLP1 foi clonada no vetor de expressão pSW202, utilizando os mesmos sítios de 
restrições utilizados no presente trabalho (figura 8). 
Tabela 1: Oligonucleotídeos utilizados na amplificação e clonagem de MpTLPs. Sequência grifada nos oligos 
direto: sítio de restrição EcoRI; Sequência grifada nos oligos reversos: sítio de restrição HindIII.  As 
sequências marcadas com *correspondem a óligonucleotídeos utilizados para a obtenção de MpTLP1 e 
MpTLP4 juntamente com sua sequência sinalizadora de secreção para nova tentativa de expressão em 
células de inserto. 
 
 Os fragmentos de PCR gerados nessa etapa passaram por um processo de 
adelinação de suas extremidades para que fosse possível sua subclonagem em pGEM-T 
Easy (Promega- USA). Para isso, foi adicionado ao produto de PCR 0,2mM α ATP, 5 
unidades de Taq DNA polimerase, Tampão da enzima 1X e 0,3mM de MgCl, para um 
volume final de 10ul de reação, que é mantida a 70°C por 30 minutos. Após a ligação, 
clones positivos foram confirmados por PCR e esses clones foram utilizados para inoculo, 



























extração de DNA plasmidial e esse plamídeo foi digerido com as enzimas EcoRI e HindIII, 
(figuras 8 e 9) para posterior ligação em vetor de expressão pET SUMO e pFASTBAC 
HTa, que foram submetidos ao mesmo tratamento enzimático para sua linearização. Para 
pFASTBAC HTa técnica resultou em clones positivos de MpTLP1, MpTLP4 e MpTLP9. 
Para pETSUMO, os clones positivos foram MpTLP1, MpTLP2, MpTLP4 e MpTLP7 . 
 
Figura 8: Digestão de pSW202-MpTLP1 e pGEM- MpTLP 4, 6 e 9. Os fragmentos 
gerados nesse experimento foram utilizados para ligação em vetor de expressão de 
proteína pETSUMO. 
 
Figura 9: Digestão de pGEM- MpTLPs (2, 5, 7 e 8) com enzimas de restrição EcoRI e 
HindIII. Os fragmentos gerados nesses experimentos foram utilizados para ligação em 
vetor de expressão pETSUMO. 
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       As construções positivas em pETSUMO foram purificadas e utilizadas para 
transformação em célula de expressão E. coli Origami B (DE3), e seguimos com 
experimento de expressão de proteína em pequena escala. Foi dada continuidade as 
clonagens de MpTLP 3, 5, 6, 8 e 9. 
3.6.2- Ensaios de expressão de proteínas MpTLPs 
 Dando continuidade as tentativas de expressão da proteína MpTLP1, uma nova 
tentativa foi conduzida com as construções utilizada no trabalho de mestrado, pET28a- 
MpTLP1 em E.coli BL21 C41 foi submetida a um ensaio de expressão utilizando, além de 
IPTG, Etanol, com o intuito de facilitar a formação das pontes dissulfeto da proteína, 
porém, o experimento não resultou em proteína expressa na fase solúvel, apenas uma 
grande quantidade de proteína na fração insolúvel. 
 Um teste de expressão em pequena escala de pETSUMO-MpTLP (1, 2,4 e 7) foi 
feito e o resultado analisado em gel SDS- PAGE (fig 10). É possível observar uma banda 
diferencialmente expressa do tamanho esperado de aproximadamente 40KDa, já que 
MpTLPs possuem aproximadamente 25KDa, somado com a cauda sumo de 
aproximadamente 12KDa e cauda de histidina, de 1kDa, resultando em uma proteína de 
aproximadamente 40KDa. Essa banda foi observada nas frações solúveis das amostras 
induzidas. Experimentos para confirmação da presença das MpTLPs foram conduzidos  
através de indução em larga escala, seguido de purificação da proteína utilizando coluna 
de afinidade His-tag Ni_NTA (GE Healthcare, EUA). Western- blot com utilização de 




Figura 10: Experimento de indução em pequena ecala de MpTLPs . SDS-PAGE 
contendo proteína total de E. coli Origami DE 3 transformadas com pETSUMO- MpTLP1,  
pETSUMO- MpTLP2, pETSUMO- MpTLP4 e pETSUMO- MpTLP7. A expressão de 
proteína foi induzida com 0,2 mM de IPTG e o conteúdo celular foi coletado após 16 horas 
de indução. Seta indica banda aparentemente diferencialmente expressa. SI: sem 
indução, In: fração insolúvel da indução, So: fração solúvel da indução.  
 
3.6.3- Ensaio de indução em pequena escala de MpTLP1 e MpTLP4 em 
Shuffle 
 Diante dos resultados obtidos de expressão de MpTLPs em E. coli, os quais 
resultaram em produção de proteínas em seu estado insolúvel, uma nova cepa de E.coli 
foi testada. A E. Coli Shuffle® foi escolhida por se tratar de uma bactéria que foi criada 
para que as formações de pontes dissulfeto sejam formadas em seu citoplasma. Para que 
isso seja possível, essa bactéria tem deleções de genes tioredoxina redutase e glutationa 
redutase, que são responsáveis por manterem o ambiente citoplasmático em condições 
redutoras, para promover a formação de pontes dissulfito. Essa deleção permite que 
essas formações ocorram. Além disso, ela possui uma versão de pontes dissulfeto 
isomerase, para corrigir oxidações erradas de maneira a permitir folds corretos.  
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 Apesar de todas essas características favoráveis a produção de MpTLPs, que são 
proteínas ricas em pontes dissulfeto, ensaios de superexpressão de proteínas em 
pequena escala demonstraram que o sistema de expressão não foi adequado para 
superexpressão dessa família de proteína, produzindo novamente proteína em seu estado 
insolúvel. No ensaio de indução em pequena escala, utilizando-se de inóculos de três 
colônias de Shuffle® contendo a construção pETSUMO- MpTLP1, foi possível identificar 






Figura 11: Expressão em pequena escala de MpTLP1- Shuffe.3 colônias de Shuffle® (1, 2 e 3) 
testadas. SI= não induzido; I = e horas de indução por IPTG. 
 
 Porém, quando submetemos as células à lise podemos ver que a proteína está 






Figura 12: Teste de solubilidade de MpTLP1 em  Shuffle®. Tres colonias (1, 2 e 3), após serem 
submetidas a lise celular. P= pellet (fração insolúvel); S = sobrenadante (fração solúvel). 
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Para que não houvesse dúvidas de que o pH do tampão de lise pudesse ser o 
causador da insolubilidade da proteína, o teste foi repetido, substituindo o tampão de lise 
por tampões Tris pH 8.0, HEPES pH 7.0 e MES pH 6.0, contendo as mesmas 
concentrações de NaCl e lisozima. Todos os experimentos resultaram no mesmo perfil de 
expressão visualizado na figura acima. 
 Diante dos resultados não satisfatórios de expressão de proteínas MpTLPs 
solúveis em sistema heterólogo utilizando E.coli, decidimos por mudar o sistema de 
expressão para o sistema de baculovírus em células de inseto. As células de insetos, por 
se tratar de um organismo mais complexo quando comparado a bactérias, e possui 
mecanismos pós traducionais próximo a fungos. Também foi verificada a produção de 
proteínas ricas em pontes dissulfeto pelo pós doutorando Daniel Maragno Trindade, do 
laboratório nacional de Biociências (LNBio). Dr. Daniel conduziu um trabalho com a 
proteína Staniocalcina 1 humana (Trindade et al, 2009), a qual possui cinco pontes 
dissulfeto em sua estrutura, e uma delas é formada entre moléculas, formando assim um 
dímero. Diante dos bons resultados obtidos nesse trabalhol, decidimos tentar utilizar esse 
sistema, sob sua orientação, utilizando as instalações do Laboratório Nacional de 
Biociências. 
3.6.4- Clonagem de MpTLP1 em pFastBacEGFP  
 MpTLP1-pFastBac HTA foi digerida com as enzimas de restrição RSRII e HindIII, 
Dessa forma, o gene MpTLP1 é retirado do plasmídeo juntamente com a sequência 
referente à cauda de histidina na posição N- terminal. Essa sequência é importante, pois 
além de facilitar purificação da proteína, possibilita sua detecção através de Western- Blot 
utilizando anticorpo anti-his tag, já que não possuímos anticorpo anti- MpTLP1. O 
MpTLP1+histag foi inserido no plasmídeo pFastBacEGFP pela ligação ao plasmídeo 
igualmente digerido.  
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 A presença de EGFP no plasmídeo é de suma importância para a visualização da 
transfecção de células de insetos e também em experimentos de titulação de estoque de 
vírus, já que é extremamente difícil a observação da formação de placas de lise no ensaio 
de plaque assay como sugere o protocolo. Após ligação, o plasmídeo foi transformado em 
E. coli DH10b, os transformantes foram submetidos à extração de DNA plamídial por lise 
alcalina e então a presença do gene e sua fase de leitura foram confirmados através de 
sequênciamento no equipamento 3500 Genetic Analyzer (Applied Biosystems) utilizando 
primers que flanqueiam a região de clonagem do plasmídeo.  
   
3.6.5- Confirmação da transposição 
 A recombinação foi confirmada através de PCR de acordo com recomendações do 
fabricante, utilizados primers M13 Forward e M13 Reverse. Esses primers flanqueiam a 
região attTn7 de modo a resultar na amplificação de um fragmento de aproximadamente 
300pb se o PCR for a partir de bacmídeo vazio. Se o PCR for a partir do bacmídeo com 
transposição por pFastBacDual (lembrando que estamos utilizando esse plasmídeo, 
porém com a adição do gene EGFP) resultará em um fragmento de aproximadamente 
2500pb + o tamanho da construção (MpTLP1 + EGFP ~= 1900 pb). Portanto, é esperada 
uma banda de aproximadamente 4500pb. Devido à necessidade de amplificação de um 
fragmento grande, o fabricante do sistema de expressão em baculovirus Bac-to-Bac® 
(invitrogen) recomenda o uso de Taq Platinum® (Invitrogen). Todas as recomendações do 













Figura 13: Confirmação de transposição da construção em pFastBacEGFP para bacmídeo. 
(Colônias 1 a 5). É possível observar a presença de uma banda de aproximadamente 4000pb, 
referente ao tamanho de amplificação esperado. (Controle negativo = -) 
 
 Após a confirmação de transposição o bacmídeo contendo MpTLP1+ histag foi 
utilizado para transfecção em células de inseto como já descrito anteriormente. Foi 
possível visualizar células com fluorescência verde através da microscopia de 
fluorescência em placas contendo células transfectadas. Após a produção do estoque 
viral P1, este foi quantificado e sua quantificação se deu através da metodologia de 
plaque assay (Bac-to-Bac® Manual, 2004) através da contagem de células apresentando 
fluorescência verde (devido à presença de EGFP) 48 horas após a infecção viral. A 
quantificação de P1 foi de 3,6x106 ufc/ml. Para produzir o estoque de vírus P2 foi utilizado 
MOI= 1. A produção de P2 resultou em um montante de 100 ml de vírus a concentração 
de 3x107 ufc/ml, determinado da mesma forma que o título de P1. Após a titulação, um 
experimento para determinação de tempo de incubação x MOI de vírus utilizada foi 
executado.  O Resultado do experimento podem ser observados nas figuras 14 e 15. 
Podemos observar no primeiro caso, em gel referente a amostras da fração 
insolúvel (figura 14) que temos muita marcação com anticorpo anti-his na altura de 
aproximadamente 25 KDa, tamanho aproximado de MpTLP1, o que indica uma grande 
quantidade de MpTLP1 sendo produzida de forma insolúvel em 48 horas de incubação. 
Podemos perceber também algumas marcações abaixo do tamanho de 25kDa nas 
amostras referentes a 72 horas de incubação ainda em amostras da fração insolúvel, o 




que pode indicar que nesse tempo ocorre ações de algumas proteases que quebram 
MpTLP1 degradam MpTLP1 resultando em proteínas de menores tamanhos com 








Figura 14: Tempo de incubação X MOI - MpTLP1. Frações insolúveis. Gel SDS-PAGE 12% 
(esquerda) e Western Blot (esquerda) ambos contendo amostras de testes de indução em 
quantidade crescente de MOI viral (0,1 a 5) em 48 horas de incubação e 72 horas de incubação 
referentes a frações insolúveis do experimento. Seta mostra bandas do tamanho esperado. A 
hibridação mostra a presença da proteína formando que possivelmente está formando dímeros e 








Figura 15: Tempo de incubação X MOI de MpTLP1. Frações solúveis. Gel SDS-PAGE 12% 
(esquerda) e Western Blot (esquerda) ambos contendo amostras de testes de indução em 
quantidade crescente de MOI viral (0,1 a 5) em 24, 48 horas de incubação e 72. Nessas últimas 
foram adicionadas amostras sem vírus (SI). As amostras são referentes a frações solúveis do 
experimento. Seta mostra banda tamanho da banda esperada. Em 48 horas foi obtido proteína 
possivelmente formando dímeros, e também sofrendo degradação, enquanto em 72 horas a 
proteína sofre degradação completa. 
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 Nas imagens correspondentes as amostras obtidas das frações solúveis do 
experimento (figura 15), podemos observar que em 24 horas de incubação não é possível 
identificar a presença da proteína, ao passo que em 48 horas de incubação é possível 
observar 3 bandas definidas. Isso pode estar ocorrendo devido a possíveis formações 
indesejáveis de dímeros de MpTLP1, e também, a possível ocorrência da degradação da 
proteína. Em 72 horas de incubação, só é possível visualizar em Western- blot a possível 
degradação de MpTLP1. 
A partir desse experimento, foi determinado que a melhor condição de expressão 
de MpTLP1- histag é em 48 horas de incubação utilizando MOI viral = 1, pois nesse caso, 
apesar de haver bandas de degradação e dimerização, foi a condição em que melhor se 
observa a presença de MpTLP1- histag em maior quantidade. 
3.6.6- Experimento de expressão de MpTLP1-histag em larga escala 
 O Experimento foi efetuado conforme já descrito em materiais e métodos do 
presente documento, bem como sua purificação.  As amostras referentes ao lisado e 
lavagens com 10mM, 100mM e 500mM de Imidazol, bem como uma amostra 
correspondente a fração insolúvel do experimento foram corridas em gel SDS-Page, bem 
como submetidas a teste de detecção de MpTLP1 através de Western- blot. Como mostra 
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Figura 16: Indução em larga escala MpTLP1.Gel SDS-PAGE 12% (esquerda) e Western Blot 
(esquerda) ambos contendo amostras de testes de indução em larga escala, frações de purificação em 
coluna de afinidade: 1- lisado, 2 -lavagem a 10mM de Imidazol, 3- Lavagem a 100mM de imidazol, 4- 
lavagem a 500mM de imidazol. 5- vazio, 6: fração insolúvel do experimento. 
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  Na imagem de Western-blot podemos identificar a presença de MpTLP1 
predominantemente na fração insolúvel do experimento. Também é possível notar que 
MpTLP1 presente na fração solúvel se liga fracamente a resina de cobalto, e se desliga 
em sua maioria quando submetida à lavagem em baixa concentração de Imidazol 
(10mM). Esse experimento foi repetido e obtivemos o mesmo resultado.  
 A predominância de MpTLP1 nas frações insolúveis dos experimentos em células 
de inseto, nos levou a pensar que provavelmente essa proteína ainda não está sendo 
produzida no fold correto. E isso pode ter sido gerado pela falta da sequência sinalizadora 
de secreção da proteína no momento de sua amplificação e clonagem. Isso resultaria na 
falta de encaminhamento da proteína para determinados compartimentos celulares onde 
ocorre a formação de pontes dissulfeto, formando assim uma proteína truncada 
armazenada dentro de vesículas presente no citoplasma celular. Essa hipótese é 
reforçada pelo fato de que o grupo o qual trabalha com o sistema de expressão em 
baculovírus frequentemente amplifica o gene juntamente com sua sequência sinalizadora, 
e que este grupo vem tendo resultados excelentes na produção de proteínas heterólogas 
através desse sistema. Diante disso, uma nova estratégia de clonagem foi adotada para a 
obtenção de MpTLP1+ peptídeo sinal + histag na mesma construção. 
3.6.7- Clonagem de MpTLP1+ peptídeo sinal + histag em pFastBacEGFP C-HT 
  Novos oligonucleotídeos foram desenhados para a amplificação de MpTLP1+ 
peptídeo sinal e MpTLP4+ peptídeo sinal a partir de cDNA de M. perniciosa. Os primers 
possuem, além da sequência dos sítios de restrição RsrI e HindIII para MpTLP1 e EcoRI e 
HindIII para MpTLP4, uma sequência extra para que seja possível fazer a digestão direta 
do produto de PCR sem a necessidade de subclonagem em pGEM-T Easy, como vem 
sendo feito durante todo o projeto. 
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 Apenas o PCR 2 de MpTLP1 resultou na amplificação de uma banda no tamanho 
esperado (~800pb), porém, em todos os casos é possível observar a presença de uma 
banda de tamanho maior que o esperado. Isso de dá pela contaminação de DNA 
genômico no cDNA utilizado para a amplificação desses genes. A banda referente à 
MpTLP1 foi purificada do gel e em seguida digerida conforme descrito em materiais e 







Figura 17: Digestão de pFastBacEGFP C-HT (1) e MpTLP1+ peptídeo sinal (2) 
 
 
 A utilização de um plasmídeo contendo cauda de histidina se faz necessário, pois 
é a única forma de detecção da presença de proteína através de hibridação com anticorpo 
anti-his pela técnica de Western- blot. Nós não possuímos um anticorpo próprio de 
MpTLP1. Além disso, o uso da cauda em purificação em coluna de afinidade simplifica o 
processo de obtenção de proteína pura. 
 Após a ligação de MpTLP1+ peptídeo sinal em pFastBacEGFP C-HT, houve a 
transformação em E.coli DH10B seguida de plaqueamento em meio seletivo contendo 
ampicilina 100mg/ml. Colônias positivas foram selecionadas, seguida de purificação de 
DNA plasmídial e o plasmídeo possuindo a construção foi confirmado através de 
sequênciamento no equipamento 3500 Genetic Analyzer (Applied Biosystems). 
  500bp 
  1000bp 
     1     2 
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 Esse plasmídeo foi utilizado para transformação em DH10BACTM (Invitrogen), e 
todo o processo de seleção de transformantes, obtenção de vírus e mini testes de 
produção de proteína foi conduzido, porém não obtivemos resultados satisfatórios. 
 Após todo esforço para a obtenção de MpTLPs de forma solúvel não 
apresentarem resultados satisfatório, e considerando o prazo avançado do período de 
doutoramento, essas técnicas foram descontinuadas do trabalho. Consideramos que 
exploramos muitas técnicas de obtenção de MpTLPs solúveis desde o trabalho de 
mestrado de aluna, onde foram testados diferentes plasmídeos de expressão em E. coli, e 
também diferentes organismos de expressão como levedura e células de inseto durante o 



















































4- CAPÍTULO II: Estudo de genes candidatos a efetores secretados de 
patogenicidade de M. perniciosa (MpCSEPs) 
 Análise de transcriptoma de vassoura verde feito durante o trabalho de doutorado 
do aluno Paulo Teixeira revelou alguns genes candidatos a efetores de patogenicidade 
em M. perniciosa. A versão atualizada do genoma do fungo conta com 193 proteínas 
candidatas a efetores secretados (CSEP), que foram definidas como proteínas que são 
secretadas e que não possuem homólogos caracterizados em outros organismos 
sequênciados até então (Pedersen et al., 2012).  
 Grande parte dos genes mais altamente expressos pelo fungo na vassoura verde 
codifica uma CSEP, sugerindo uma importante participação dessa proteína durante a 
infecção. Um total de 35 CSEP com valor de RPKM >50 foi identificado em plantas 
infectadas. Em geral, esses genes codificam proteínas pequenas e ricas em cisteínas que 
são características típicas de efetores de virulência (Stergiopoulos and de Wit, 2009). 
Essas proteínas possuem as mesmas características de proteínas codificadas pelos 
genes AVRs de patógenos (Van den Ackerveken et al., 1993). Quando analisamos o 
transcriptoma do fungo foi possível notar que pelo menos 35 dessas CSEPS são 
preferencialmente ou até exclusivamente expressos durante a interação do fungo em fase 
biotrófica com o cacau, podendo ser mais uma evidência de que esses genes codificam 
efetores potenciais. 
 No momento do início desse estudo, a análise de transcriptoma do fungo estava 
em andamento, e gerou, inicialmente, 16 sequências CSEP.  A caracterização dessas 
proteínas foi inserida no presente trabalho de doutoramento juntamente com a 
caracterização das MpTLPs no projeto “SMOLBNET 2.0: Estudos estruturais de proteínas 
chave para as doenças fúngicas do cacau Vassoura de bruxa e Monilíase – 
Desenvolvimento de estratégias de controle e entendimento de modelos de 




 Sabemos que a interação T. cacao- Moniliophtora perniciosa é benéfica apenas ao 
fungo, sendo, portanto, uma interação compatível (quando a doença ocorre). A planta, 
apesar de ativar seu sistema de defesa,  não se mostra eficaz no combate da doença 
(Teixeira et al, 2013) e isso pode estar relacionado à produção de efetores de 
patogenicidade que podem ser capazes de neutralizar o sistema de defesa da planta. 
Pensando nisso, faz-se importante a caracterização das proteínas que nesse trabalho 
serão nomeadas MpCSEP (Moniliophtora perniciosa Candidate secreted effectors). 
4.2- Objetivos 
 Este capítulo refere-se á caracterização de MpCSEPs através de clonagem e 
superexpressão dessas proteínas em sistema heterólogo (E. coli) seguido de purificação, 
obtenção de cristais para resolução estrutural destas proteínas. Este estudo, assim como 
o estudo discutido no capítulo 1, fez parte do projeto “SMOLBNET 2.0: Estudos estruturais 
de proteínas chave para as doenças fúngicas do cacau Vassoura de bruxa e Monilíase – 
Desenvolvimento de estratégias de controle e entendimento de modelos de 
patogenicidade”.  
 
4.3- Materiais e Métodos 
4.3.1- Análise de expressão gênica de MpCSEPs 
 As bibliotecas e amostras analisadas foram as mesmas utilizadas no artigo do 
capítulo 1.  
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4.3.2- Clonagem dos genes MpCSEPs  
 4.3.2.1 - Organismos hospedeiros  
 As células competentes de E. coli utilizadas nas subclonagens eram da cepa 
Top10 (Invitrogen). A cepa de E. coli utilizadas para expressão de proteínas 
recombinantes Origami(DE3) (Novagen).  
4.3.2.2 - Plasmídeos 
 Para subclonagem dos fragmentos amplificados por PCR foi utilizado o plasmídeo 
pGEM-T Easy (Promega, EUA). Para a superexpressão de proteínas recombinantes em 
bactéria foram usados os plasmídeos pET28a e pETSUMO (Novagen, EUA), 
4.3.2.3- Amplificação e subclonagem dos genes MpCSEPs. 
 Utilizando as sequências codificantes geradas a partir do software Augustus gene 
finder, pares de oligonucleotídeos foram desenhados para amplificar os genes a partir de 
cDNA de vassoura verde, adicionando as sequências reconhecias pelos sítios de 
restrição BamHI nos oligonucleotídeos direto e HindIII nos reversos. Os genes MpCSEPs 
foram amplificados utilizando esses pares de primers e os fragmentos obtidos foram 
clonados em pGEM-T Easy e transformado em E. coli Top10  através da técnica de 
choque térmico. Os transformantes foram selecionados em meio de cultura seletivo 
contendo antibiótico (ampicilina100µg/ml) e X-gal (técnica de α-complementação). Esses 
clones foram crescidos em meio LB contendo ampicilina (100µg/ml) e em seguida 
submetidos à extração de DNA plasmidial por lise alcalina (Sambrook et al., 1996). 
 
4.3.2.3- Digestão das MpCSEPs e clonagem em vetores de 
expressão em E.coli. 
 Os plasmídeos obtidos foram digeridos com as enzimas de restrições BamHI e 
HindIII. As digestões foram aplicadas em gel de agarose 0,8% e os fragmentos referentes 
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às sequências dos genes MpCSEPs foram purificadas do gel através do Kit PureLink 
(Invitrogen, EUA), e utilizadas para ligação aos plasmídeos de expressão de proteína 
PetSUMO. Após a ligação, os plasmídeos foram novamente transformados em E.coli 
Top10 e os transformantes foram selecionados através de plaqueamento em meio de 
cultura contendo antibiótico (canamicina 25µg/ml) e posteriormente através da técnica de 
PCR. Confirmados os clones, uma nova purificação de DNA plasmidial por lise alcalina foi 
realizada, e assim obtivemos o gene ligado nos plasmídeos de expressão. O plasmídeo 
purificado foi utilizado para confirmação da construção através de sequênciamento no 
equipamento 3500 Genetic Analyzer (Applied Biosystems). 
 As construções pETSUMO- MpCSEPs foram inseridas em E.coli Origami DE3 pela 
técnica de transformação por choque térmico. Os transformantes foram plaqueados em 
meio de cultura contendo canamicina (25µg/ml) streptomicina (25mg/ml) e tetraciclina 
(5mg/ml).  
4.3.3- Teste de indução e solubilidade 
 Um teste de expressão das proteínas clonadas foi feito em 100 ml de LB, seguido 
de teste de solubilidade: 
 Foi adicionado 600ul de pré inoculo (25µg/ml de canamicina, 25mg/ml de 
streptomicina e 5mg/ml de tetraciclina+ 1 colônia de Origami transformada, crescimento 
ON) em 2 erlenmeyers contendo 100 ml de meio de cultura com antibióticos já citados. 
Foram incubados a 37 °C por aproximadamente 6 horas (OD= 0,8) 200 RPM. Uma 
alíquota de 300ul foi retirada da cultura nesse ponto (amostra não induzida). Após isso, 
um dos erlenmeyers foi transferido para um shaker a 18 °C e mantido até a temperatura 
estabilizar, logo em seguida foi adicionado 0,2mM de IPTG no meio de cultura a 18°C e 
37°C, 200 RPM, e foram mantidos nessas condições durante a noite. A cultura foi então 
centrifugada a 5000 RPM 4 °C, o meio de cultura foi descartado e as células foram 
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submetidas à lise com tampão contendo 50mM Tris-HCl pH8.5, 150mM NaCl, Glicerol 
10%, 15mg Lisozima, 4mg DOC, 25ul DNAse, com 1 hora de incubação em gelo. O lisado 
foi centrifugado por 13000 RPM por 45 min (4 °C) e o sobrenadante foi recolhido, o que 
corresponde à fração solúvel do extrato celular.  
 Adicionamos ao extrato clarificado 100ul de resina de níquel (Talon- Clontech), 
incubando durante 1 hora em geladeira e logo depois o material foi centrifugado, o 
sobrenadante foi descartado e a resina sofreu 2 lavagens seguida de centrifugação com 
tampão contendo 50mM Tris-HCl pH8.5 e 150mM NaCl. Todas as fases desse 
procedimento foram avaliadas em gel SDS-PAGE 15%. 
4.3.4- Expressão e purificação em grande escala. 
 Expressão em larga escala foi realizada em erlenmeyers contendo 1l de LB + 
antibióticos nas concentrações já descritas anteriormente (total de 8 litros por proteína). O 
pré inóculo agora é realizado em 50 ml de meio, e 6 ml/litro de indução é utilizado para 
inóculo. A indução foi feita com a mesma concentração de IPTG, e a temperatura 
escolhida para indução foi 18 °C nas mesmas condições de agitação e mesmo tempo. O 
tampão de lise utilizado manteve-se aos componentes e concentrações descritas 
anteriormente. As células foram sedimentadas a 8000 RPM durante 20 minutos em 
centrífuga refrigerada, o meio de cultura foi descartado e as células foram submetidas à 
lise, adicionando a cada litro de indução 80 ml de tampão de lise (50mM Tris-HCl pH8.5, 
150mM NaCl, Glicerol 10%, 138mg Lisozima, 10mg DOC, 1ul DNAse/ litro de indução), e 
incubando em gelo por 1 hora. 
 Após lise, o extrato total celular é centrifugado a 18000 RPM, e o sobrenadante, 
fração correspondente a porção celular solúvel é submetida à purificação. Para a 
purificação, 1 ml resina de Níquel (Talon- Clontech) para cada litro de indução é 
empacotada em coluna, equilibrada com tampão de purificação 50mM Tris-HCl pH8.5 e 
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150mM NaCl, e o extrato total celular é adicionado à coluna. Logo após, a resina 
contendo a proteína aderida é lavada com 10X o volume de tampão, e incubada ON a 4°C 
sob agitação, com 20 U de ULP (Ub1 Specific Protease 1 ou Sumo protease) para a 
clivagem da cauda Sumo, separando a proteína da cauda de histidina que continua aderia 
ao metal da resina. Logo após, a proteína é eluída da resina. 
 Após a purificação por afinidade, a proteína obtida foi submetida à purificação por 
exclusão por tamanho para a completa retirada de qualquer contaminante que ainda 
existia na amostra. Essa purificação foi feita em coluna Hiload 16/60 Superdex 75 (GE 
Life Sciences) no equipamento FPLC Akta Purifier (GE Life Sciences). A coluna foi 
equilibrada com tampão de purificação já mencionado e a solução contendo a proteína foi 
concentrada até o volume de 2 ml (volume do loop utilizado no equipamento). A proteína 
purificada é concentrada até 20mg/ml para ser utilizada em experimento de cristalização. 
 Para MpCSEP14, antes da purificação por exclusão de tamanho, foi adicionada 
uma etapa de purificação com a utilização da coluna de troca iônica Mono-Q 5/50 (GE), 
que é equilibrada com tampão 50mM Tris-HCl pH8.5 e 35mM NaCl. 
4.3.5- Cristalização 
 Para obtenção de cristais, as proteínas foram concentradas a 20mg/ml em 
concentradores Centricon 10kDa (Millipore). Após purificação, as proteínas são 
submetidas a experimentos de cristalização no laboratório ROBOLAB - Laboratório 
Automatizado de Cristalização de Macromoléculas (LNBio). Inicialmente, os experimentos 
montados são com a utilização de kits iniciais de cristalização. 
 A proporção gota/reagente foi de 1:1 e o volume utilizado de solução do poço foi 
de 1/3. Para a montagem do experimento, proteínas e reagentes são pipetados e 
misturados automaticamente pelo equipamento Matrix Maker (Emerald Biosystems), e 
armazenados a temperatura controlada no equipamento Rock Imager 1000 (Formulatrix). 
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Esse equipamento gera e registra imagens do conteúdo da placa o que facilita o 
acompanhamento do experimento. 
Tabela 2: Kits iniciais de cristalização                       
Kits Características 
Crystal Screen HT  
Matriz esparsa original desenvolvido por Jankaric & Kim 
(1991) 
JSCG+ Suite Matriz esparsa otimizada desenvolvida por JSCG 
PACT Suite Varredura sistemática de pH e íons versus PEGs (JSCG) 
Precipitant Synergy  
Combinação sinergética de agentes precipitantes 
mecanicamente distintos 
SaltRx  Kit baseado em variações de sais e pH 
Wizard I&II  Matriz esparsa da Emerald 
  
4.3.5.1- Refinamento dos cristais  
 A partir das condições iniciais as quais resultaram em cristais de proteína, 
selecionamos o melhor cristal para refiná-lo. Para isso, as condições iniciais de formação 
de cristais sofreram variações em concentração de precipitante e pH. Para MpCSEP5, 
foram escolhidas duas condições iniciais a serem variadas: condição A: 25% PEG 3350; 
10mM Bis-Tris pH 5.5; 200mM NaCl. Condição B: 20% PEG 6000; 10mM MÊS pH 6; 
200mM Cloreto de Amônio.  As variações na condição A foram feitas da seguinte 
maneira: Cloreto de Sódio (200mM a 50MM E a H) nas linhas, e concentrações de 
PEG3350 nas colunas (19% a 29% 1 a 6); Concentração de PEG3350 de 30% a 5% 
(linha E, 6 a 12), Faixa de pH (4.5 a 7 de 0,5 em 0,5 ponto) linha F, 7 a 12; Adicionar 
glicerol 3% em 3% (de 0 a 18%); Trocar Cloreto de sódio por Cloreto de lítio (50mM a 
300mM) D 7a 12. 
 As variantes da condição B foram as seguintes: Concentração de PEG3350 de 
30% a 5% (linha A, 7 a 12); Faixa de pH (5 a 7.5 de 0,5 em 0,5 ponto) linha B, 7 a 12; 
Adicionar glicerol 3% em 3% (até 18%); Trocar Cloreto de amônio por Cloreto de lítio 
(50mM a 300mM) D 7a 12. 
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 Para MPCSEP14, as condições iniciais para formação de cristais foram: Tri-
sodium citrate 0,1M pH5,6;  2-propanol 20%; PEG 4000 20%, e as variações para 
refinamento foram as seguintes: pH de 4.4 a 6,8 (de 0,2 em 0.2); 2-propanol: de 10% a 
34% de 2 % em 2%; PEG4000: de 10% a 34% de 2% em 2%, aumento da concentração 
de PEG4000 e diminuir a de 2-propanol nas mesmas janelas citadas, variação crescente 
de PEG4000 em 25% de 2- propanol; Variação crescente de PEG4000 em 15% de 2- 
propanol. 
 Além disso, os Kits Silver Bullets e Additive Screen (Rampton Research) foram 
utilizados na tentativa de melhora dos cristais de MpCSEP5 em placas de gota pendente 
de 48 poços preparadas manualmente e mantidas a 18°C. O volume total de solução no 
poço foi de 200ul, e o volume total da gota foi de 2ul, para os dois kits, sendo 1ul de 
solução de proteína, 0,7% de tampão do poço e 0,3ul de aditivo, para Kit Additive Screen, 
e 1ul de solução de proteína, 0,5ul de solução de poço e 0,5ul do reagente nas gotas para 
o kit Silver Bullets. 
 Adicionalmente, a técnica de Seeding também foi empregada. Essa técnica 
consiste em maceramento de um cristal, cuja formação foi dada na condição inicial 
testada em placa montada mão e em seguida, espalhar as sementes desse cristal em 
uma gota contendo reagente+ proteína com a utilização de um fio de pelo de cavalo, em 
condições de variação a escolher, nesse caso, as variações foram dadas na solução 
precipitante e proporção proteína: solução.  Foi realizada gota sentada em condição cuja 
formação de cristal foi observada em placa montada mecanicamente: PEG3350 21%, Bis- 
Tris pH 5.5 10mM, NaCl 50mM. 700ul dessa solução foi colocada em cada pocinho, e 
para montagem da gota, variamos a proporção de solução proteica: solução de poço, nas 
proporções de 1:1, 2:1, 3:1, 1:2, 1:3, com volume final da gota= 2ul. O gradiente de 
concentração de PEG 3350 foi de 14% a 20%. Após montagem das gotas, a placa 
permaneceu aclimatando a 18°C durante 24 horas, para então as sementes de cristal ser 
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espalhadas na gota. A diferença das técnicas que envolvem gota sentada e gota 






Figura 18: Desenho esquemático de poços de placas de gota sentada (A) e gota 
pendente (B). 1- solução do poço, 1- gota contendo solução proteica + solução de poço, 
podendo conter ainda algum outro reagente ou aditivo. 
 
 
4.3.6- Dicroísmo Circular (CD) 
 Os experimentos de dicroísmo circular foram realizados no espectropolarímetro 
JASCO J-810, com a temperatura controlada a 20 °C através de um sistema interno de 
controle de temperatura (Peltier type control system PFD 425S, JASCO). Os espectros de 
dicroísmo circular no UV distante (250-190 nm) foram obtidos utilizando-se uma cubeta de 
quartzo de 0,1 cm de caminho ótico, e 0,2 mg/mL de proteína solução. Todos os 
espectros de dicroísmo circular foram corrigidos com a subtração dos espectros dos 
tampões utilizados e os dados gerados com a subtração desses espectros foram 
convertidos em elipticidade molar por resíduo, [θ], dado em graus cm2 dmol-1, calculado 
de acordo com a equação: 
[θ] = ( MRW) / (10 c I) 
onde  é a elipticidade (em graus), MRW é o peso médio do resíduo, c é a concentração 










4.3.7- Espalhamento dinâmico de luz (DLS) 
 Os experimentos de espalhamento dinâmico de luz foram realizados com o 
equipamento DynaPro-99-E-15 (Protein Solutions). Uma concentração de 0,2 mg/mL de 
proteína foi utilizada para os experimentos. A temperatura foi mantida a 25 °C durante 
todo o experimento. Foram realizadas 100 medidas com o objetivo de melhorar a 
estatística dos resultados. Os dados foram tratados com o programa fornecido pelo 
fabricante. 
4.4- Resultados 
4.4.1- Mineração das sequências MpCSEPs 
 Em análise de transcriptoma realizado durante o Doutorado do aluno Paulo 
Teixeira, foi observada a existência de proteínas desconhecidas que apresentavam uma 
alta expressão gênica exclusivamente, ou preferencialmente em bibliotecas referentes à 
interação planta-patógeno, não apresentando expressão em bibliotecas de estruturas 
reprodutivas do fungo ou mesmo em fungo cultivado in vitro na maioria dos casos. Essas 
bibliotecas foram descritas no capítulo 1 desta tese (artigo submetido). Nessa primeira 
análise, foram selecionados 16 genes. 
 A partir dessa análise, as sequências correspondentes a esses genes foram 
utilizadas em tblastn e verificou- se ausência ou, quando existia, uma baixíssima 
similaridade com alguma região de algum gene. As sequências desses genes 
desconhecidos foram então traduzidas e se tornaram candidatas ao estudo e 
caracterização das mesmas após confirmação da existência de peptídeo sinal em todas 





Figura 19 Expressão gênica de candidatas a efetores. Eixo Y: Valores de RPKM, eixo 
X: Bibliotecas analisadas.  
 
  
 A primeira triagem de seleção de genes entre esses candidatos ao estudo foi 
realizada a partir da exclusão das proteínas que apresentavam uma grande quantidade 
de cisteínas em suas sequencias, devido à complexidade de expressão heteróloga desse 
tipo de proteína em sistema de E. coli. Esta seleção excluiu 5 genes, restando 11 genes 
em nosso estudo. Entre estes, o gene MpSCEP 8 foi excluído, pois não conseguimos uma 
sequência de qualidade em nossos bancos de dados para a confecção de primers para 






















MpCSEP1 738 2 5 246 sim não 
MpCSEP2 555 3 9 185 sim não 
MpCSEP3 984 3 15 328 sim não 
MpCSEP4 810 2 5 270 sim não 
MpCSEP5 690 2 0 230 sim sim 
MpCSEP6 594 3 9 183 sim não 
MpCSEP7 930 2 6 310 sim não 
MpCSEP8 246 1 2 82 sim não 
MpCSEP9 324 2 6 108 sim não 
MpCSEP10 600 2 3 200 sim não 
MpCSEP11 570 5 10 190 sim não 
MpCSEP12 711 2 2 237 sim sim 
MpCSEP13 717 4 3 239 sim sim 
MpCSEP14 477 2 3 159 sim não 
MpCSEP15 309 1 6 103 sim não 
MpCSEP16 441 2 1 147 sim não 
 
4.4.2- Amplificação e clonagem de MpCSEPs 
 A partir da seleção descrita anteriormente, foram desenhados primers para 
amplificação das 11 sequências codantes restantes, contendo sítios de enzimas de 
restrições BamHI no primer direto e HindIII no primer reverso, para posterior clonagem em 
vetor de expressão heteróloga de proteína.  A sequência que corresponde ao peptídeo 
sinal de cada gene foram excluídas em nossa estratégia de clonagem, assim como 
regiões transmembrana, detectada pelo programa InterProScan 
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/pfa/iprscan/).  Os primers para amplificação de cada gene 






Tabela 4: Primer para amplificação e clonagem dos genes MpCSEPs. Em realce 
sequências reconhecidas pelas enzimas de restrições BamHI para os primers diretos, e 
HindIII, para os primers reversos. 
 Direto (5’-3’) Reverso (5’-3’) 
MpCSEP1 ATCCCGGATCCATCCCTACCCCCCGTAATGTA TCGACAAGCTTCTAGTTGTGGAAGAACGTAGAGGG 
MpCSEP4 ATCCCGGATCCCTTCCCAACCCAGCTCCCAA TCGACAAGCTTCTACAACGAGATCGACACTCCGAA 
MpCSEP5 ATCCCGGATCCCTCCCGAGCCCAAAGGTTGA TCGACAAGCTTTCACAAATCGACTGAAAGGCCA 
MpCSEP7 ATCCCGGATCCCTTCCCAACCCAGTTCCCAA TCGACAAGCTTTTAAAAGGAGATCACCACTC 
MpCSEP9 ATCCCGGATCCACACCAACCAAGACACCAAA TCGACAAGCTTTCAAATATTCACGTCCCAGC 
MpCSEP10 ATCCCGGATCCCTTCCCAGCCCAGCTGCT TCGACAAGCTTTTACAACGAAATCGACACTCCC3 
MpCSEP12 ATCCCGGATCCCTTCCCAGTCCAGCTGCCC TCGACAAGCTTTTATTGAGCATGGATCTCTTCAGAG 
MpCSEP13 ATCCCGGATCCTTCAATATCACTGGCCCCGT TCGACAAGCTTTTACAATGCACCGGTGGAGAG 
MpCSEP14 ATCCCGGATCCTCTCTCGTCTCCCGTGATGGT TCGACAAGCTTTTACTTGGAGGCGATAGTACACTTG 
MpCSEP15 ATCCCGGATCCGCAAAAACCCTTGTGTGCGT TCGACAAGCTTCTAGGCGGCCCATTCACACA 
MpCSEP16 ATCCCGGATCCGCCAGCATAACTGAGCCTCA TCGACAAGCTTTTACGCCTTGACAACATTGAC 
 
 Para a amplificação desses genes, foi utilizado cDNA obtido a partir de RNA 
extraído de plantas doentes. Testes de amplificação foram feitos utilizando RNA das fases 
da doença com 30 e 45 dias após inoculação, necrose 1, necrose 2, vassoura seca e 
micélios de M. perniciosa cultivado in vitro na presença de extrato de cacau em meio de 
cultura. Grande parte dos genes foram amplificados na condição de necrose 1, portanto 
esse cDNA foi utilizado para amplificação e clonagem desses genes. Porém, os genes 
MpCSEPs 7, e 15 não apresentaram produto de amplificação e foram descontinuadas do 
presente estudo. 
Os demais genes foram subclonados em pGEMT Easy (Promega) e transformado 
em células TOP10 para propagação e plaqueados em meio de seleção. Colônias 
positivas foram então inoculadas em meio de cultura liquido contendo Ampicilina 
(100ug/ml) e logo após, essas células foram submetidas à lise alcalina (Sambrook, 2001) 
para purificação dos plasmídeos. Esses plasmídeos foram então digeridos utilizando as 
enzimas de restrição com sequências de reconhecimento inseridas pelos primers e o 
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produto de digestão foi purificado de gel de agarose 1% pelo kit Wizard® SV Gel and PCR 
Clean–Up System (Promega). 
                             
Figura 20: Amplificação de genes MpCSEPs a partir de cDNA de cacau doente na 
fase de necrose 1. Os genes MpCSEP7 e MpCSEP15 não apresentaram produto 
amplificado. 
  Paralelamente, o vetor para expressão heteróloga de proteína PETSumo também 
foi submetido aos mesmos procedimentos descritos neste parágrafo e foi utilizado para a 
ligação dos genes. Os produtos dessas ligações foram transformados em E. coli TOP10 
para a multiplicação da construção, que foram novamente purificadas através de lise 
alcalina e utilizadas para transformação em células para expressão heteróloga de 
proteína Origami. O gene MpCSEP4 não apresentou produto de digestão, enquanto o 
gene MpCSEP13 não apresentou colônia positiva após transformação em Origami, e 
foram descontinuados do estudo. 
4.4.3- Teste de expressão, solubilidade e purificação das MpCSEPs 
 As células contendo o vetor de expressão + gene foram selecionadas por 
plaqueamento em meio de cultura seletivo, e colônias foram submetidas a PCR para 
confirmação da presença do inserto. Confirmado o inserto, as colônias foram inoculadas 
em um pré- inóculo de 2 ml e o mesmo foi utilizado para um inóculo em 100 ml de LB 
contendo antibióticos conforme descrito em materiais e métodos. A indução de todas as 
proteínas testadas foi feita em duas temperaturas, 30°C e 18°C para verificar se há 




diferença na quantidade de proteína produzida bem como em seu estado de solubilidade 










Figura 21: Teste de expressão e solubilidade das proteínas MpCSEP1, MpCSEP5,  
MpCSEP9, MpCSEP12, MpCSEP14, MpCSEP16 em 18°C e 37°C. M- Prestained protein 
ladder 10-170, Fermentas; 1- Sem indução; 2- Induzido; 3- Extrato total; 4- Flowtrought; 5- 
lavagem 1; 6- lavagem 2; 7- Resina+ Proteína , *- repetição da amostra anterior. Setas 
indicam o tamanho esperado das bandas referentes a proteína + cauda de histidina + 
cauda SUMO 
MpCSEP1 






































Alíquotas das culturas antes da indução com IPTG foram retiradas e após indução 
as células foram sedimentadas e lisadas. O lisado foi submetido a uma purificação para 
verificar se a proteína, quando produzida, permanecia na fração solúvel do lisado celular. 
 Foi possível observar a presença de banda diferencialmente expressa na amostra 
7, correspondente à proteína ligada na resina de afinidade à cauda de histidina (níquel- 
TALON) para as proteínas MpCSEP1, MpCSEP5, MpCSEP9, MpCSEP14 e MpCSEP16, 
e a temperatura que melhor produziu proteína na fração solúvel foi a de 18°C. A partir 
daqui, todas as induções em larga escala foram feitas sob esta temperatura. Os genes 
que não apresentaram proteína expressa foram descontinuados desse trabalho. 
 As proteínas que se mostraram solúveis no teste anterior foram então expressas 
em 1l de LB, para checar se elas permaneciam solúveis em todos os passos da 
purificação por afinidade. Nesta etapa, observamos que MpCSEP1, após incubação de 
proteína ligada à resina com ULP, sofria precipitação de uma parte da proteína (figura 22). 
Para MpCSEP9 e MpCSEP16 a digestão com a enzima ULP para liberação da proteína 
não ocorria de forma satisfatória, mesmo testando outras concentrações da enzima, 
resultando em uma quantidade quase imperceptível em gel da proteína pura (figura 23). 
MpCSEP5 e MpCSEP14 foram as que melhor se comportaram e resultaram em uma 




Figura 22: Expressão e purificação de MpCSEP1: M- Prestained protein ladder 10-170, 
Fermentas; 1- Sem indução; 2- Induzido; 3- Extrato total; 4- Flowtrought; 5- lavagem 1; 6- 
Resina+ Proteína, 7- MpCSEP1 + resina + ULP; 8- MpCSEP1 eluída; 9- precipitado 
formado durante a incubação da proteína ligada à resina+ ULP. Gel SDS-PAGE 12,5%. 
Seta indica proteína esperada. 
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Figura 23: Expressão e purificação de MpCSEP9 (esquerda) e MpCSEP16 (direita): 
Gel SDS- PAGE 12,5%. M- Prestained protein ladder 10-170, Fermentas; 1- Sem indução; 
2- Induzido; 3- Extrato total; 4- Flowtrought; 5- lavagem 1; 6- Resina+ Proteína , 7- 









Figura 24: Expressão e purificação de MpCSEP5 (esquerda) e MpCSEP14 (direita): 
M- Prestained protein ladder 10-170, Fermentas; 1- Sem indução; 2- Extrato total; 3- 
lavagem1, 5- lavagem 2; 6- Resina+ Proteína, 7- Proteína + resina + ULP; 8- Proteína 
eluída; 9- Resina pós digestão com ULP. Gel SDS-PAGE 15%. Seta indica proteína 
esperada. 
 
 Focamos o estudo nas proteínas MpCSEP5 e MpCSEP14 (Figura 24) por se 
mostrarem mais promissoras aos passos de purificação. A partir daqui, indução foi feita 
em 8 litros de LB, seguindo os passos de purificação mostrados ate agora. Para obtenção 
da proteína mais pura, adicionamos cromatografia por exclusão de tamanho para retirada 
de outras moléculas que ainda estão presentes mesmo após a purificação por afinidade. 
Resultado dessa purificação mostrou a permanência de um contaminante que se 
mostrava por uma banda imediatamente acima da banda correspondente a proteína de 
trabalho. Para corrigir isso, um ajuste na purificação por afinidade, com o aumento da 
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quantidade de resina de afinidade foi adotado. Essa modificação resolveu o problema 
para MpCSEP5 (Figura 25), mas para MpCSEP14 acrescentamos ainda uma purificação 










Figura 25: Purificação de MpCSEP5. Curva gerada durante purificação por exclusão de 
tamanho (Hiload 16/60 Superdex 75) pelo software UNICOR no equipamento AKTA 
Purifier (esquerda). Gel SDS-PAGE 15%. A: Produto da purificação de MpCSEP5 pelo 






















Figura 26: Purificação de MpCSEP14. Curva gerada durante purificação por exclusão 
de tamanho (Hiload 16/60 Superdex 75) pelo software UNICOR no equipamento AKTA 
Purifier (acima). Gel SDS-PAGE 15% do produto da purificação da proteína (abaixo). 
Esquerda: purificação por exclusão de tamanho após afinidade. Direita: purificação com a 
adição da etapa de purificação por troca iônica (Mono-Q 5/50, GE). 




 As proteínas puras foram utilizadas para técnicas que visam à formação de cristais 
para resolução de sua estrutura tridimensional. Foram testados ao todo seis kits iniciais 
conforme as práticas adotadas pelo laboratório. A concentração inicial para testes de 
cristalização das proteínas utilizadas foi de 20mg/ml.   
 MpCSEP5 mostrou-se promissora apresentando cristais em algumas das 
condições testadas nesses kits, e a partir dessas condições, placas para o refinamento do 
cristal foram confeccionadas em robô com as variações citadas em materiais e métodos. 
Foi possível observar uma pequena melhora no aspecto do cristal. Essa proteína foi ainda 
testada com o uso dos kits Additive Screen e Silver Bullets (Hampton Research) em 
placas feitas a mão e ainda pela técnica de seeding (descrito materiais e métodos). 
 Utilizamos a técnica de semear núcleos de cristalização (seeding) na tentativa de 
melhorar o perfil anisotrópico dos cristais. Essa técnica consiste em transferir microcristais 
oriundos a partir de um pequeno cristal triturado (uma semente) para uma gota. Nela, a 
concentração dos reagentes está em uma condição onde não ocorre nucleação de cristal, 
somente crescimento (fase metaestável). Para que aconteça o crescimento do cristal é 
necessário semear núcleos de cristalização. Esta ultima não apresentou resultados 
satisfatórios. Os cristais formados pelas demais técnicas possuem um perfil oco, com 
aspecto de “canudos” o que desfavorece a difração (Figura 27). Esses cristais estão 





















Figura 27: Cristais de MpCSEP5. Imagens geradas pelo equipamento Rock Imager 1000 
de visualização de cristais. (A) Condição de kit Crystal Screen I (Hampton Research). (B) 
Condição de refinamento com kit Silver Bullet. (C) Condição de refinamento com kit 
Additive Screan. (D) Refinamento por variação de condição inicial (pH e concentração de 
sal). 
  
Tentativas de obtenção de cristais de MpCSEP14 também foram efetuadas com o 
uso dos mesmos kits iniciais, utilizando a mesma concentração inicial de proteína em 
solução (20mg/ml), que não gerou nenhum cristal. Testamos as mesmas condições 
utilizando o dobro de proteína em solução (40mg/ml) e obtivemos formação de alguns 
cristais, (figura 28) os quais também foram submetidos a variações de pH, concentração 























Figura 28: Cristais de MpCSEP14. Imagens geradas pelo equipamento Rock Imager 
1000 de visualização de cristais. (A) Condição de kit Crystal Screen (Hampton Research). 
(B) Condição de refinamento com kit Silver Bullet. (C) Condição de refinamento com kit 
Additive Screan. (D) Refinamento por variação de condição inicial (pH e concentração de 
sal). 
 
4.4.5- Dicroísmo Circular e Espalhamento de Luz Dinâmico 
 Experimento de dicroísmo circular (CD) de MpCSEP5 gerou uma curva de 
absorbância, que mostra que a proteína apresenta predominantemente folhas β em sua 
estrutura (mínimo em 210 nm), enquanto a curva gerada para  MpCSEP14 indicam que 
sua estrutura secundária é predominantemente α hélice (figura 29). Dados de 
Espalhamento de luz Dinâmico (DLS) indicaram que MpCSEP5 em solução de trabalho 
apresenta um peso molecular aproximado de 21 KDa (figura 30) e aproximadamente 
29KDa para MpCSEP5.  As sequências das proteínas recombinantes indicam um 






dados, podemos dizer que na solução de trabalho, MpCSEP5 está em sua forma 
predominantemente monomérica na solução de trabalho a 25°C, enquanto MpCSEP14 













































































 Muitos fungos fitopatógenos são capazes de reprogramar o metabolismo celular e 
a defesa de plantas pela secreção de proteínas pequenas conhecidas como efetores. 
Considerando que ocorre uma interação compatível entre M. perniciosa e cacau, 
podemos assumir que a resposta de defesa da planta não foi eficiente para prevenir o 
estabelecimento do micélio biotrófico de M. perniciosa na planta. De acordo com a 
definição proposta por Jones e Dangl (2006), a resposta de defesa verificada em 
vassoura verde pode ser classificada como “defesa basal”, resposta de defesa que é 
inativada por patógenos virulentos em hospedeiros susceptíveis. Esse tipo de defesa é 
geralmente consequência de proteínas efetoras produzidas pelo patógeno com o objetivo 
de neutralizar o sistema imune do hospedeiro. Embora nenhuma proteína efetora tenha 
sido caracterizada em M. perniciosa até o momento, análise de RNA-seq aponta alguns 
candidatos a efetores que são altamente e em sua maioria exclusivamente expressos em 
vassoura verde (Teixeira et al., 2013).  Esses genes se enquadram na descrição de 
efetores de patogenicidade de Stergiopoulos e de Wit (2009) são proteínas pequenas, 
secretadas e em sua maioria possuem um alto índice de cisteínas. Esses genes estão 
entre os mais expressos durante a interação T. cacao- M.perniciosa. (Teixeira et al., 
2013). A alta expressão desses genes durante a interação planta patógeno, somados ao 
fato de serem genes desconhecidos, o fracasso do sistema de defesa da planta e as 
características das proteínas codificadas por eles tornaram esses genes alvos para nosso 
estudo. Essas proteínas foram incluídas no ultimo ano do projeto “SMOLBNET 2.0: 
 Estudos estruturais de proteínas chave para as doenças fúngicas do cacau 
Vassoura de bruxa e Monilíase – Desenvolvimento de estratégias de controle e 
entendimento de modelos de patogenicidade”. Por sua potencial importância no sucesso 
de infecção do fungo, e pela descontinuidade da caracterização de MpTLPs no projeto 
devido a ausência de proteínas solúveis. A inclusão dessas proteínas a esse projeto fez-
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se importante por se tratar de uma troca de aprendizado e acesso à estrutura do 
laboratório LNBIO. As etapas de análise de genes, desenho de primers clonagem e 
sequênciamento para confirmação de clones foram feitas no Laboratório de Genômica e 
Expressão (UNICAMP), enquanto a parte de expressão, purificação e cristalização foram 
feitas no Laboratório Nacional de Biociências (LNBio- CNPEM). A cristalografia foi 
utilizada como uma ferramenta de estudo na tentativa de obtenção das estruturas de 
MpCSEPs o que poderia facilitar na descoberta da função biológica dessas proteínas. Os 
cristais obtidos até o momento foram testados em linha de luz MX1 e MX2, mas não 
apresentou difração e os processos de refinamento deverão ser continuados.  
 
 A tabela a seguir sumariza o trabalho o trabalho realizado com as MpCSEPs. 
Tabela 5: Resumo das etapas que foram seguidas nesse capítulo. Em vermelho, as 
etapas limitantes para cada proteína; em verde as etapas concluídas e em azul estão as 
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MpCSEP2                 
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MpCSEP5                 
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MpCSEP7                 
MpCSEP8*                 
MpCSEP9                 
MpCSEP10                 
MpCSEP11                 
MpCSEP12                 
MpCSEP13                 
MpCSEP14                 
MpCSEP15                 






 Apesar de os estudo das proteínas MpCSEP 1, 9, 13 e 16 terem sido  
descontinuados no presente trabalho, o estudos das mesmas serão retomados com 
ajustes na expressão e purificação dessas proteínas. Estas proteínas foram excluídas do 
presente estudo apenas por uma questão de fluxo de trabalho, e não está relacionado a 
impossibilidade de trabalhar com as mesmas. 
 Paralelamente, esforços estão sendo direcionados para testes de atividades das 
proteínas. Primeiramente, protocolos de medição de ROS (espécies reativas de oxigênio) 
através de medição de fluorescência em discos foliares estão sendo padronizados. A 
produção ROS pelos discos foliares pode ser indicativa de que o sistema imune da planta 
estaria ativo.  Sua medição, portanto pode ser importante para avaliarmos a diferença de 
liberação de ROS em discos foliares em controles tratados com flagelina, tratamento de 
discos com a MpCSEPs e tratamento de discos com controle (flagelina, utilizado como 
elicitor) somado a adição de MpSCEPs.  A medição de liberação de ROS é medida em 
fluorímetro (Nicaise et al., 2013), na presença de luminol e peróxido de hidrogênio. Esse 
teste pode nos dar indícios de que as MpCSEPs atuam na proteção ou ate mesmo no 
ataque celular, caso haja diminuição ou aumento da fluorescência na presença ou não de 
proteínas indutoras de defesa de plantas, indicado pela diminuição ou aumento de ROS 
produzidos pelo tecido vegetal. Até o momento, não foi possível estabelecer essa técnica 
em nosso laboratório, visto que ainda não conseguimos padronizar os controles. Outros 
testes que estão sendo preparados são testes “in planta” de atividades de MpCSEPs. Um 
experimento mais detalhado nos permitiria medir a diferença na expressão gênica de 
genes marcadores de defesa de plantas: glucanase, gene da via do etileno ACS sintase, 
quitinase, peroxidase, fator de transcrição PR1 (NPR1) e gene PR1. Plântulas de cacau 
sadias seriam desafiadas com um controle (flagelina), MpCSEPs e uma combinação de 
controle somado a Flagelina. Esses genes foram identificados em T. cacau e primers para 
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Real Time-PCR foram desenhados. Medições de expressão de genes marcadores para 
defesa de planta poderiam nos indicar se está havendo ou não uma repressão da defesa 
de planta. Pretendemos continuar o estudo com as proteínas MpCSEPs através de 
orientações de novos alunos de Iniciação Científica ou Mestrado, para dar continuidade 
aos testes de atividade das proteínas, bem como a resolução estrutural das mesmas. A 
resolução da estrutura é uma ferramenta que poderá nos orientar a possíveis ligantes e 
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Anexo 1: Sequências CDS e de aminoácidos de MpTLPs 




























































































































































>seq10 [organism=Moniliophthora perniciosa] Thaumatin-like protein (MpTLP10) 
















>seq11 [organism=Moniliophthora perniciosa] Thaumatin-like protein (MpTLP11) 














>seq12 [organism=Moniliophthora perniciosa] Thaumatin-like protein (MpTLP12) 







































































































































































































































Anexo 3:  Artigo em co-autoria  
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